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ADN (ácido desoxirribonucleico) 
 
ARN (ácido ribonucleico) 
 
ARTN (Artemin; Artemina)  
 
BDNF (Brain Derived Growth Factor; Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro)  
 
CDNF (Cerebral Dopamine Neurotrophic Factor; Factor neurotrófico dopaminérgico 
cerebral)  
 
CAMs (Cell Adhesion Molecules; Moléculas de Adhesión Celular) 
 
FAK (Focal adhesion kinase) 
 
Fyn (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase) 
 
GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor; Factor neurotrófico derivado de 
células gliales)  
 
GFRα1 (GDNF family receptors alpha1; Receptor de la familia de GDNF alfa1)  
 
GFRα2 (GDNF family receptors alpha2; Receptor de la familia de GDNF alfa2)  
 
GFRα3 (GDNF family receptors alpha3; Receptor de la familia de GDNF alfa3)  
 
GFRα4 (GDNF family receptors alpha4; Receptor de la familia de GDNF alfa4)  
 
GFP (green fluorescent protein; proteína verde fluorescente) 
 
MANF (Mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor ; Factor neurotrófico 
derivado de astrocitos mesencefálicos)  
MAPK (Mitogen activated protein kinase; Proteína kinasa activada por Mitógenos) 
 
NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule; Molécula de adhesión neuronal)  
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NGF (Nerve Growth Factor; Factor de Crecimiento Nervioso)  
 
NRTN (Neurturin; Neurturina)  
 
NT-3 (Neurotrophin 3; Neurotrofina 3)  
 
NT-4 (Neurotrophin 4; Neurotrofina 4)  
 
LICAM (Ligand Induced Cell Adhesion Molecule; Molécula de Adhesión Inducida por 
Ligando) 
 
LTP (Long-Term Potentiation; Potenciación a Largo Plazo) 
 
PI3K (Phosphoinositide 3-kinase; Fosfoinositol 3-kinasa)  
 
PLCγ (Phospholipases C-gamma; Fosfolipasa C-gamma)  
 
PSPN (Persephin; Persefina) 
 
Ras (Rat Sarcoma; Sarcoma de Rata)  
 
RET (RET “rearranged during transfection” proto-oncogene)  
 
SNC (Sistema Nervioso Cental) 
 
SNP (Sistema nervioso Periférico) 
 
Src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase) 
 








Nuevas funciones y mecanismos de acción del Factor Neurotrófico Derivado de 
células Gliales, GDNF, en el desarrollo del sistema nervioso. 
El desarrollo del sistema nervioso es un proceso complejo que requiere la 
acción coordinada de programas celulares intrínsecos y extrínsecos y de la actividad 
eléctrica. La precisión de este proceso es esencial para el armado y funcionamiento 
normal del sistema nervioso, y se ha observado que el establecimiento de patrones de 
conectividad incorrectos está asociado a diferentes patologías del neurodesarrollo 
como trastornos del espectro autista, esquizofrenia y retardo mental. Dentro de los 
factores que modulan el desarrollo del sistema nervioso se encuentran las moléculas de 
adhesión (CAMs) y los factores solubles. Las moléculas de adhesión cumplen un rol 
clave en la determinación de la especificidad de la unión entre la membrana pre y 
postsináptica en los procesos sinaptogénicos en el sistema nervioso y en el correcto 
desarrollo de los árboles dendríticos. Los factores solubles han sido estudiados 
principalmente como reguladores de los procesos de sobrevida, diferenciación, 
migración celular y guiado axonal. Sin embargo, recientemente se ha comenzado a 
comprender con mayor profundidad el rol de estas proteínas en el desarrollo y 
mantenimiento de los contactos sinápticos. Dentro de los factores solubles se destaca 
la familia del factor neurotrófico derivado de la glia (GDNF, NRTN, ARTN, PSPN). En 
particular GDNF fue inicialmente identificado como un factor que promovía la sobrevida 
de neuronas dopaminérgicas, sin embargo posteriormente se observó que también 
participa en la sobrevida, diferenciación y crecimiento de otros tipos neuronales.  
Se ha descripto que GDNF y su co-receptor, GFRα1, cumplen un rol clave en 
los procesos de maduración presináptica durante el desarrollo a través de un 
mecanismo que involucra la adhesión trans-sináptica dependiente de ligando. Este 
nuevo mecanismo, denominado LICAM (Ligand Induced Cell Adhesion Molecule) 
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combina la función de los factores solubles sobre la actividad de las moléculas de 
adhesión. En el hipocampo, GFRα1 se encuentra localizado en los terminales pre y 
postsinápticos y se unen trans-homofílicamente en presencia de su ligando GDNF, 
promoviendo de esta manera la maduración de la membrana presináptica. Debido a 
que aun no se conocía el efecto de GDNF y GFRα1 sobre los terminales 
postsinápticos, el objetivo general de este proyecto fue  estudiar el rol del GDNF y su 
receptor GFRα1 en la maduración postsináptica y el establecimiento de circuitos 
hipocampales. En este trabajo evidenciamos que el complejo GDNF/GFRα1 cumple un 
rol fundamental en el establecimiento de los patrones de conectividad sináptica en el 
hipocampo ya  que regula el crecimiento y complejidad dendrítica de neuronas 
piramidales tanto in vitro como in vivo. Nuestros resultados indican que GDNF y GFRα1 
favorecen la formación de espinas dendríticas y promueven la maduración de los 
terminales postsinápticos reclutando proteínas claves de las sinapsis excitatorias como 
Homer1 y NMDAR1 a la densidad postsináptica (PSD). Hemos determinado que 
animales deficientes para el receptor GFRα1 en neuronas hipocampales presentan una 
reducción en la densidad de terminales postsinápticos in vivo así como en distintos 
parámetros sinápticos con respecto a los animales salvajes (wt). Además pudimos 
identificar a la isoforma de 180 Kd de la molécula de adhesión neuronal, NCAM, como 
el mediador de la señalización intracelular del complejo GDNF-GFRα1 en la membrana 
postsináptica, ya que en ausencia de esta proteína se pierden los efectos  
postsinátpicos inducidos por GDNF y su receptor GFRα1. 
En este trabajo hemos identificado al complejo GDNF/GFRα1/NCAM180 como 
un sistema molecular requerido para el armado de los circuitos neuronales en el 
hipocampo, regulando procesos de crecimiento dendrítico, desarrollo de espinas y 
maduración de la maquinaria postsináptica.    






Moléculas de adhesión y factores solubles en el desarrollo del sistema nervioso 
El desarrollo del sistema nervioso es un proceso complejo que debe ser 
coordinado  tanto en el espacio como en el tiempo para que los eventos principales del 
desarrollo (proliferación, diferenciación, migración y crecimiento celular) se ejecuten 
correctamente. Los mecanismos que subyacen a los patrones de conectividad neuronal 
son procesos sinérgicos que involucran la actividad eléctrica y mecanismos extrínsecos 
e intrínsecos. Dentro de las moléculas que regulan parte de los procesos de integración 
neuronal se encuentran las moléculas de adhesión celular (CAMs), por ejemplo: el 
complejo de Caderinas, Neuroligina-Neurexina, SynCAM y NCAM entre otras. Estas 
moléculas son las encargadas de determinar la especificidad de la unión entre la 
membrana pre y postsináptica en la formación de nuevas sinapsis en el sistema 
nervioso y el correcto desarrollo de los árboles dendríticos y guiado axonal (Biederer et 
al., 2002, Graf et al., 2004, Scheiffele, 2003, Yamagata et al., 2003). Durante estos 
mecanismos propios del desarrollo, los factores solubles como Netrina, el Factor de 
Crecimiento transformante β (TGF-β), Wnts, FGF, Cerebelina y los factores 
neurotróficos, como  BDNF, NGF y GDNF promueven la sobrevida y diferenciación de 
numerosas poblaciones neuronales y el crecimiento de los árboles dendríticos y de los 
procesos axonales (Poon et al., 2013, Kumar et al., 2005, Wang et al., 2015, Paratcha 
et al., 2003).  
Los factores neurotróficos son proteínas solubles secretadas por numerosos 
tejidos y están involucradas en procesos de sobrevida, diferenciación, maduración y 
plasticidad neuronal. Según su estructura proteica, las vías de señalización que activan 
y los efectos biológicos que inducen se los ha clasificado en tres grandes familias: las 
Neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3, NT4/5), los ligandos de la familia del factor 
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neurotrófico derivado de células gliales  (GDNF) (GDNF, Neurturina, Artemina y 
Persefina) y la familia integrada por los ligandos MANF y CDNF.  
 
Factores neurotróficos de la familia de GDNF y sistemas de señalización 
La familia de GDNF pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento 
transformante beta de las citoquinas (TGF-β). GDNF fue caracterizado en 1993 como 
un factor que promueve la sobrevida de neuronas dopaminérgicas del cerebro medio, 
que son aquellas neuronas que degeneran en la enfermedad de Parkinson (Lin et al., 
1993). Posteriormente se demostró que también actúa como un potente factor de 
sobrevida de motoneuronas y otras poblaciones neuronales tanto del sistema nervioso 
central (SNC) como periférico (SNP) (Airaksinen and Saarma, 2002, Henderson et al., 
1994). Actualmente sabemos que esta trofina participa en diversos procesos 
neuronales, como diferenciación neuronal, guiado y crecimiento axonal, migración y en 
años recientes como un mediador de los procesos sinaptogénicos (Ledda et al., 2002, 
Canty et al., 2009). Cada ligando de la familia de GDNF se une con alta afinidad a los 
Receptores de la Familia de GDNF alfa (GFRα). GDNF se une a GFRα1, Neurturina a 
GFRα2, Artemina a GFRα3 y Persefina a GFRα4. Estos receptores se encuentran 
enriquecidos en balsas lipidicas (lipid raft) anclados a la cara externa de la membrana 
plasmática por uniones covalentes al fosfolípido glicosil fosfatidil inositol (GPI). Cuando 
GFRα1 interactúa con GDNF se generan cambios conformacionales en el receptor que 
permiten la interacción homofílica en cis de dos moléculas de GFRα1 con su ligando 
(figura 1). Debido a que los GFRαs no presentan dominio intracelular, el complejo 
ligando/co-receptor requiere un receptor que pueda señalizar intracelularmente. La vía 
canónica por la que señaliza GDNF es a través del receptor tirosina quinasa Ret. Este 
receptor está formado por una región extracelular (a través de la cual se une a GFRα1) 
rica en cisteína y que presenta cuatro dominios tipo cadherinas, una región 
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transmembrana y un dominio intracelular que posee los residuos tirosina quinasa 
(Ibañez, 2013, Mulligan, 2014). Cuando GDNF se une al co-receptor GFRα1, el 
complejo recluta al receptor Ret hacia las balsas lipídicas, en donde se dimeriza, 
autofosforila y gatilla la activación de vías señalización, como la vía de señalización de 
MAPK (Markus et al., 2002, Zhong et al., 2007), la vía de PI3K-Akt (Huang and 
Reichardt, 2003)  PLCγ y Src (Paratcha and Ledda, 2008) (Figura 1 B).  La expresión 
de Ret no está solo limitada al sistema nervioso, sino que también se expresa en 
células del sistema inmune, en riñón y sistema entérico, entre otros. Mutaciones en este 
receptor están asociados a diferentes patologías como la enfermedad de Hirschsprung 
(por falta de activación) mientras que la sobreactivación de este receptor está ligado al 
desarrollo cáncer en humanos, como carcinomas papilares en la tiroides y 
feocromocitoma en la glándula adrenal (Asai et al., 2006, Arighi et al., 2005, Mologni, 
2011). Por hibridización in situ se observó que el patrón de expresión de GDNF y 
GFRα1 en el sistema nervioso es más amplio que el de Ret (Trupp et al., 1997), esto 
evidenció una función de GDNF independiente de este receptor. Años después se 
describió la existencia de un receptor alternativo (Paratcha et al., 2003) la molécula de 
adhesión transmembrana NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) (Figura 1 C). NCAM 
es una glicoproteína de la superfamilia de inmunoglobulinas; es conocida por ser una 
molécula de adhesión celular extensamente estudiada en el campo de la neurobiología. 
Además de expresarse en sistema nervioso, NCAM se encuentra en otros tejidos como 
en el sistema inmune y en tejido muscular. Está involucrado en numerosos procesos 
neuronales como migración, crecimiento neurítico, y plasticidad sináptica (Crossin and 
Krushel, 2000, Schachner, 1997). La habilidad de esta molécula de llevar a cabo 
efectos biológicos a lo largo del desarrollo se debe a su capacidad de inducir adhesión 
celular y a que puede disparar vías de señalización intracelular (Paratcha et al., 2003). 
Existen diferentes isoformas de NCAM que se producen por splicing alternativo 
(isoformas: NCAM-180, NCAM-140 y NCAM-120). Cada una de ellas difiere de las 
restantes en su región intracelular, permitiendo la unión homofílica entre distintas 
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isoformas. La isoforma NCAM-120 está unida a la membrana plasmática por unión 
covalente al fosfolípido glicosil fosfatidil inositol y puede ser liberada por enzimas 
específicas, como la fosfolipasa C; la isoforma NCAM-140 posee un dominio 
intracelular corto, se expresa principalmente en la membrana presináptica y media 
parcialmente la señalización inducida por GDNF. Se conoce que la región intracelular 
de esta isoforma interactúa con Fyn, un miembro de la familia de tirosina quinasa de 
Src. La rápida activación de Fyn recluta a la proteína FAK, que está involucrada en 
procesos de reordenamiento del citoesqueleto (Beggs et al., 1997). Por último, la 
isoforma NCAM-180 posee el dominio intracelular de mayor tamaño y se expresa 
principalmente en la membrana postsináptica. En trabajos previos se ha sugerido que 
esta isoforma media la estabilización sináptica en aquellos sitios donde se generan los 
contactos entre los conos axonales y los terminales postsinápticos en cultivos primarios 






Figura1: Esquema de los miembros de la familia de GDNF, sus co-receptores y la señalización 
intracelular inducida a través de los receptores Ret o NCAM. A) Los ligandos de la familia de GDNF 
(GDNF, Neurturina, Artemina, Persefina) son moléculas diméricas que interactúan con sus receptivos co-
receptores. Cada co-receptor, miembro de la familia de receptores de GDNF alfa (GFRαs), presenta alta 
afinidad por su ligando (marcado en flechas continuas), sin embargo pueden existir interacciones 
cruzadas (marcado en flechas punteadas) entre estos ligandos y co-receptores. Los GFRαs se encuentran 
enriquecidos principalmente en dominios de membrana característicos denominados balsas lipídicas 
(Lipid rafts), y se unen a la membrana a través de uniones tipo GPI (marcados en negro). B y C) los co-
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receptores GFRαs junto a sus ligandos señalizan intracelularmente a través del receptor Ret  o el receptor 
alternativo NCAM. Cuando se forma el complejo ligando-receptor estos se dimerizan y reclutan hacia las 
balsas lipidicas a Ret o NCAM. Dichos receptores al ser reclutados forman dímeros y activan las vías de 
señalización indicadas. 
 
Rol de GDNF y GFRα1 en el sistema nervioso y otros sistemas  
La expresión de GDNF no se limita solo al sistema nervioso. Durante el 
desarrollo embrionario el ARN mensajero de GDNF se encuentra en las células 
mesenquimales del esófago, en el intestino, el estómago y en el mesénquima 
metanefrico del riñón (Suvanto et al., 1996). Por mucho tiempo el estudio de estadios 
postnatales de ratones transgénicos deficientes en GDNF o sus receptores GFRα1 y 
RET no fue posible ya que estos animales morían a las pocas horas luego de nacer. 
Estudios posteriores en estos animales indicaron que presentan agénesis renal, es 
decir ausencia del desarrollo de riñones, con evidencias de muerte celular de neuronas 
mesenquimáticas durante el desarrollo (Pichel et al., 1996).  Estudios prenatales 
demostraron sorpresivamente que animales deficientes en GDNF, GFRα1 o Ret no 
presentaban anormalidades en el número de neuronas dopaminérgicas del cerebro 
medio, y que solo se perdía un porcentaje de motoneuronas de la médula espinal. En 
los tres genotipos se encontraron déficits neuronales en ganglios del sistema nervioso 
periférico, como el ganglio nodoso y cervical superior (Moore et al., 1996) y en la 
inervación simpática en el intestino (Pichel et al., 1996, Schuchardt et al., 1994, 
Airaksinen and Saarma, 2002, Baloh et al., 2000). En los últimos años, se han 
desarrollado líneas transgénicas de ratones condicionales para Ret y GFRα1 que 
permiten eliminar selectivamente la expresión de estas proteínas en poblaciones 
neuronales específicas, por medio de cruzamientos con animales que expresan la 
recombinasa Cre bajo un promotor de interés que posibilitan el análisis de estos 
animales en diferentes estadios.  En 2007 Uesaka y colaboradores investigaron con 
mayor profundidad el rol de GDNF en el desarrollo de la inervación entérica de ratones 
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condicionales para GFRα1. Observaron que la ablación de este receptor en neuronas 
entéricas postmigratorias conducía a la muerte neuronal de neuronas en el colon y el 
desarrollo del fenotipo de la enfermedad de Hirschsprung’s (Uesaka et al., 2007). Años 
más tarde se estudió la implicancia de GDNF en la diferenciación celular de 
espermatogonias de ratones condicionales para GFRα1. Se observó que la 
señalización intracelular de GDNF dispara vías de activación que conducen al 
mantenimiento de la condición indiferenciada de las espermatogonias ya que en los 
animales trangénicos se producía una incipiente maduración de las gametas, sin 
embargo cuando se sobre activaban las vías rio abajo de la señalización de GDNF se 
rescataba el fenotipo salvaje (Sada et al., 2012). Todos estos estudios que se 
realizaron en animales condicionales de GFRα1 involucraron células que transmiten la 
señal intracelular a través de Ret. Sin embargo hasta el momento no se había 
analizado el rol de GDNF y GFRα1 en células que no expresan este receptor, como las 
neuronas hipocampales. Respecto a esta estructura numerosos estudios indican que 
GDNF y los receptores GFRαs estarían involucrados en funciones cognitivas 
hipocampales. En trabajos previos se ha demostrado que ratones adultos heterocigotas 
para GDNF presentan alteraciones cognitivas (Gerlai et al., 2001) y animales 
deficientes para el receptor GFRα2, el co-receptor de Neurturina, que logran sobrevivir 
postnatalmente, han demostrado un deterioro significativo en el test de 
condicionamiento del miedo contextual y las pruebas de aversión condicionada al 
sabor, evidenciando el rol de GFRα2 en la resolución de tareas de aprendizaje 






NCAM como un receptor alternativo mediador de las señales disparadas por 
GDNF/GFRα1 
La expresión de GFRα1 en el sistema nervioso en sitios donde Ret está ausente 
llevo a proponer durante muchos años la existencia de un receptor alternativo para el 
complejo GDNF/GFRα1. Finalmente en 2003 Paratcha y colaboradores describieron 
que la molécula de adhesión neural, NCAM puede funcionar como un receptor de 
señalización alternativo de este complejo (Paratcha et al., 2003).  Si bien GDNF puede 
unirse directamente a NCAM, la interacción de GDNF con GFRα1 aumenta la afinidad 
del complejo por la molécula transmembrana. Distintos trabajos evidencian que NCAM 
sería un mediador de las señales disparadas por GDNF y GFRα1 en células de 
Schwann y en precursores neuronales de la región subventricular en los cuales esta 
molécula mediaría la migración en dirección a una fuente de GDNF (Paratcha et al., 
2003, Paratcha et al., 2006). En neuronas hipocampales se ha descripto que NCAM 
media el crecimiento axonal y la maduración presináptica (Ledda et al., 2007, Paratcha 
et al., 2003). Más aun, Charoy y colaboradores demostraron que durante el desarrollo 
de la médula espinal, GDNF se expresa en la placa del piso del tubo neural y 
señalizando a través de NCAM cambia la respuesta de los conos axonales a la 
molécula de repulsión Semaforina3B (Charoy et al., 2012). 
Si bien NCAM fue inicialmente descripta como una molécula de adhesión trans-
homofílica la co-expresión en la misma membrana con GFRα1 (interacción en cis) 
inhibiría esta interacción en ausencia de GDNF (Paratcha et al., 2003). La interacción 
directa en cis de GFRα1 y NCAM requiere el dominio N-terminal de GFRα1 y el cuarto 
dominio Ig de NCAM. El dominio N-terminal de GFRα1 no participa de la unión a su 
ligando GDNF, pero es requerido y suficiente para mediar la inhibición de la unión 
NCAM-NCAM (Sjostrand et al., 2007) (Figura 2). Aun no se ha estudiado que ocurre 
con la interacción en trans NCAM-NCAM en presencia de GFRα1 y GDNF, pero las 
21 
 
evidencias preliminares indican que en presencia de GDNF la interacción en trans 
NCAM-NCAM interrumpida por la presencia de GFRα1 se restablecería. 
 
Figura 2: Esquema de la regulación de GFRα1 sobre la unión homofílica de NCAM. La unión trans-
homofílica de moléculas de NCAM es un mecanismo muy importante durante los procesos de adhesión 
celular. Moléculas de GFRα1 ancladas a membrana, en forma independiente de GDNF, pueden reducir la 
afinidad entre las moléculas de NCAM a través de su dominio N-terminal. 
 
Rol de GFRα1 como una molécula de adhesión inducida por ligando 
Recientemente se ha caracterizado un nuevo rol para la proteína GFRα1 como 
una molécula de adhesión inducida por ligando (LICAM: Ligand Induced Cell Adhesion 
Molecule) (Ledda et al., 2007). A diferencia de otras moléculas de adhesión que 
involucran una interacción directa de moléculas de membrana en trans, esta forma de 
adhesión es dependiente de la presencia de su ligando, GDNF. Este mecanismo 
representa una nueva forma de regular la interacción célula-célula en la cual el sistema 
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ligando-receptor es el mediador del contacto, confiriendo un nuevo nivel de regulación 
al proceso adhesivo. El rol de GFRα1 como LICAM predice que otros receptores 
transmembrana y sus ligandos solubles podrían inducir adhesión celular actuando en 
forma similar. Las bases moleculares de la interacción trans-homofílica entre las 
moléculas de GFRα1 aun no está clara. Los dominios de GFRα1 que permiten llevar a 
cabo la adhesión dependiente de ligando han sido estudiadas con mutantes de la 
molécula que carecen del dominio de unión a GDNF. Dado que GDNF es una molécula 
dimérica no queda claro si este ligando actúa como un puente entre dos moléculas de 
GFRα1 o la interacción de GDNF induce cambios conformacionales en la molécula 
GFRα1 que resulta en la reorientación de la misma y la exposición de determinantes 
que favorecen la interacción homofílica en trans.  
Este nuevo mecanismo de adhesión mediada por ligando representa un nuevo 
proceso de regulación de la adhesión celular  ya que cambios en los niveles de receptor 
o ligando pueden resultar en cambios en la fuerza de adhesión. La localización de 
GFRα1 en los compartimentos pre y postsinápticos de neuronas hipocampales y su 
función como molécula de adhesión han llevado a proponer a GFRα1 como una 
molécula sinaptogénica (Ledda et al., 2007).   
 
Rol de GDNF y GFRα1 en el hipocampo 
Diversos autores han descripto la expresión de GFRα1, GDNF y NCAM en 
hipocampo, sin embargo Ret no ha sido detectada por técnicas de 
inmunofluorescencia, hibridización in situ ni PCR en esta estructura (Ledda et al., 2007, 
Trupp et al., 1997). La expresión de GFRα1 en hipocampo y las alteraciones cognitivas 
relacionadas a  esta estructura descriptas en animales heterocigotas para GDNF y para 
animales deficientes en otro miembro de la familia de GFRα1, GFRα2, llevaron a 
plantear el estudio del rol de GFRα1 en hipocampo. Trabajos previos describen que 
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GFRα1 es expresado en los compartimentos pre y postsinápticos de neuronas 
hipocampales (Ledda et al., 2007). Estas observaciones y la función de GFRα1 como 
molécula de adhesión dependiente de ligando llevaron a proponer a GFRα1 como una 
molécula de adhesión transináptica. 
Estudios en cultivos hipocampales evidenciaron que la presencia de GFRα1 
ectópico presentado en perlas inertes recubiertas induce la diferenciación presináptica 
de estas neuronas. Esto se vio por un aumento en el reclutamiento de proteínas 
presinápticas como Sinapsina1 y de los  transportadores vesiculares VGlut y VGAT en 
presencia de GDNF. Sin embargo cuando se cultivaron neuronas hipocampales 
deficientes en GFRα1 se perdió el efecto de agregado de marcadores presinápticos en 
los sitios de contacto, mientras que cuando el mismo ensayo fue realizado utilizando 
neuronas deficientes en NCAM se observó una disminución parcial de este efecto. En 
forma opuesta, neuronas deficientes en Ret no presentaron ningún efecto en el 
reclutamiento de moléculas presinápticas (Ledda et al., 2007). De acuerdo con estos 
resultados, un posterior análisis in vivo de animales heterocigotas deficientes en GDNF 
u homocigotas deficientes en NCAM demostró una diminución en los niveles de 
Sinaptotagmina y Sinaptofisina en extractos presinápticos obtenidos por 
fraccionamiento subcelular de hipocampo con respecto a animales controles (Ledda et 
al., 2007). En conjunto estos resultados evidenciaron que en el hipocampo el complejo 
GDNF/GFRα1 señaliza en la membrana presináptica en forma independiente de Ret y 
parcialmente dependiente del receptor de membrana NCAM-140 (Figura 3); sin 
embargo aun no se ha podido identificar cuál es el rol de GFRα1 en la postsinápsis, si 
esta unión produce cambios en los terminales postsinápticos y si en el caso que los 





Figura 3: Esquema de la adhesión trans-homofílica de GFRα1 dependiente de ligando. En 
presencia del ligando GDNF, dos moléculas del receptor GFRα1 enfrentadas en membranas 
opuestas se unen trans-homofílicamente. En la sinapsis hipocampal NCAM-140 media 
parcialmente la señalización intracelular de este complejo en la membrana presináptica. En la 
postsinapsis el rol de GFRα1 es desconocido, así como también el receptor que podría mediar 
los efectos postsinápticos. 
 
El hipocampo, su estructura y función  
Una de las estructuras más ampliamente estudiadas en el sistema nervioso 
central es el hipocampo. En primates, esta estructura posee una forma característica 
similar a la de un caballo de mar, de ahí su nombre; sin embargo en otros mamíferos 
posee una forma alargada de banana (Andersen et al., 2007). El hipocampo forma 
parte del sistema límbico y de la arquicorteza (llamado también complejo reptiliano), es 
la parte más antigua de la corteza cerebral y cumple un rol muy importante en la 
decodificación de la información relacionada a las memorias de corto y largo término y 
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a la memoria espacial. Es una estructura muy estudiada debido a que está relacionada 
a un amplio espectro de condiciones patológicas como epilepsia, déficit intelectual y 
Alzheimer entre otras.  El hipocampo en roedores está ubicado desde la línea media del 
cerebro próximo al núcleo septal - zona rostrodorsal -, por encima y detrás del tálamo, 
hasta el lóbulo temporal - zona caudoventral (Andersen et al., 2007). Presenta una 
organización simple de sus principales capas celulares, sin embargo, la conectividad 
compleja entre las diferentes capas y áreas junto con los axones entrantes de otras 
zonas cerebrales hacen a esta estructura un modelo muy adecuado para estudiar los 
procesos de diferenciación neuronal, crecimiento, guiado axonal, formación sináptica, 
actividad eléctrica y neurogénesis. 
El desarrollo del hipocampo en roedores comienza a partir del día  embrionario 
(E) 10 en ratón y E15 en rata y finaliza en las primeras semanas postnatales. Los 
progenitores neurales comienzan la migración hacia lo que será el hipocampo, en 
donde se diferencian y conectan con las células vecinas. El proceso de gliogénesis en 
rata es posterior al de neurogénesis ya que comienza alrededor del día E19 y termina 
en los primeros días postnatales. Durante las primeras dos semanas postnatales 
comienzan los procesos dendritogénicos y sinaptogénicos. Este es un período crítico en 
el desarrollo del hipocampo ya que requiere de la coordinación de programas 
intrínsecos neurales junto a señales extracelulares y la consiguiente señalización 
eléctrica de las neuronas vecinas para una integración correcta de las neuronas en sus 
nichos celulares.   
El hipocampo propiamente dicho está dividido en tres areas: CA1, CA2 y CA3 
(CA viene del término en latin cornu ammonis). Las restantes áreas que forman el 
hipocampo incluyen al Giro Dentado (GD), Subiculum, Presubiculum, Parasubiculum y 
Corteza Entorrinal. A diferencia de  la neocorteza, en donde las conexiones neuronales 
son recíprocas, el hipocampo presenta una vía de conexión excitatoria unidireccional 
(Andersen et al., 2007). Mucha de la información que viene desde la corteza llega hacia 
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el hipocampo a través de la corteza entorrinal. La vía principal desde la corteza 
entorrinal hacia el hipocampo es la vía perforante (perforant path), que la conecta con 
las neuronas granulares del giro dentado. Los axones de las neuronas granulares del 
GD forman un paquete axonal llamado fibras musgosas (mossy fibers) que proyecta 
hacia el área CA3. Las fibras neuronales de CA3, conocidos como colaterales de 
Schaffer (Schaffer colaterals axons) proyectan hacia CA1. Las fibras de CA1 proyectan, 
al igual que las anteriores, unidireccionalmente, hacia el subiculum y la corteza 
entorrinal (figura 4) (Deng et al., 2010, Deng et al., 2007).  
 
Figura 4: Esquema representativo de las vías de conexión del hipocampo y neuronas piramidales. Panel 
superior, esquema representativo de las principales vías de conexión entre las distintas áreas del 
hipocampo. Corteza entorrinal (CE), (Adaptado de Deng W. et al. 2010). Panel inferior, esquema de la 
morfología típica de neuronas piramidales y espinas dendíticas. En amarillo se marcan los axones 
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entrantes. A la derecha se ejemplifican las principales clases de espinas dendríticas, hongo (mushroom), 
copa (cup), achaparradas (stubby) y finas (thin).  
 
Las neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y las 
neuronas granulares del GD son neuronas glutamatérgicas. Las neuronas piramidales 
presentan una morfología típica: un árbol dendrítico basal que se extiende hacia el 
stratium oriens, y un árbol dendrítico apical que se extiende hacia la fisura hipocampal. 
Las neuronas piramidales de CA1 son de menor tamaño en comparación a las del área 
CA3 y pueden presentar más de una dendrita apical. A diferencia de las neuronas 
piramidales de CA3 que presentan mucha heterogeneidad en el tamaño de los árboles 
dendríticos, las neuronas de CA1 tienden a ser más ordenadas y similares entre sí.   
Las espinas dendríticas son pequeñas prolongaciones citoplasmáticas 
especializadas que poseen toda la maquinaria postsináptica requerida para recibir el 
impulso nervioso proveniente de la presinapsis. En CA3 se encuentran dos subtipos de 
espinas sinápticas según el área del árbol dendrítico respecto al soma de la neurona. 
Cerca del soma se encuentran espinas dendríticas en ramillete denominadas 
excresencias espinosas (thorny excrescences) especializadas en la recepción de los 
impulsos provenientes de la vía musgosa, donde un axón envuelve a todo el ramillete 
de espinas. En regiones más distales al soma se encuentran las espinas dendríticas 
propiamente dichas donde una espina recibe el impulso de un axón (Figura 4). De este 







HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
La hipótesis que nos propusimos contrastar en este trabajo fue que el factor 
neurotrófico GDNF y su receptor GFRα1 constituyen un sistema molecular requerido 
para el correcto desarrollo de las conexiones hipocampales postnatales a través de los 
procesos de arborización dendrítica y formación de espinas dendríticas.  
  
El objetivo general de este proyecto consistió en identificar y caracterizar el rol 
de GDNF en el establecimiento de los contactos sinápticos hipocampales que se 
generan durante los primeros estadios del desarrollo postnatal, de modo de colaborar a 
la comprensión de los mecanismos que regulan el desarrollo del sistema nervioso, 
como una vía para dilucidar la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, y de 
esta manera, contribuir al desarrollo y mejora de terapias regenerativas. 
 
Para realizar estos estudios, nos basamos en resultados previos que indicaban 
que GDNF promueve el crecimiento de axones de neuronas hipocampales en cultivo 
(Paratcha et al., 2003) y que induce la adhesión celular en sinapsis hipocampales a 
través de su receptor GFRα1 promoviendo la maduración de la maquinaria presináptica 
(Ledda et al., 2007). 
Para alcanzar el objetivo general nos propusimos investigar los siguientes objetivos 
específicos:  
- Evaluar el rol de GDNF y GFRα1 durante los procesos espinogénicos en neuronas 
hipocampales  
-  Analizar la función de GDNF en neuronas hipocampales durante el desarrollo y 
formación de los árboles dendríticos. 
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- Estudiar si la molécula de adhesión NCAM puede actuar como un mediador del 
sistema GDNF/GFRα1 en la membrana postsináptica de neuronas hipocampales para 



















MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Proteínas Recombinantes, líneas celulares y Ratón GFRα1 cKO. 
MN1 es una línea celular inmortalizada derivada de motoneurona de ratón (que 
expresa GFRα1 endógenamente). Esta línea fue cultivada en DMEM (Dulbecco´s 
modified Eagle´s médium) suplementado con 7,5% de suero fetal bovino (Invitrogen) y 
Penicilina-Streptomicina (20 U/ml, 20 µg/ml)  (Paratcha et al., 2001, Salazar-Grueso et 
al., 1991). Las células HEK-293T, derivadas de riñón humano embrionario, se cultivaron 
en DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS = fetal bovine serum). 
GDNF fue adquirido en R&D Systems. 
El ratón transgénico condicional para GFRα1 fue gentilmente provisto por el Dr. 
Milbrandt (Washington University School of Medicine, St Louis, MO, USA) y se ha 
descripto en el trabajo de Uesaka, 2007. Según lo descripto se insertó una secuencia 
compuesta por el ADNc de GFRα1 flanqueado por sequencias flox (floxeado) seguido 
por el ADNc de GFP  en el primer exón codificante del gen de GFRα1 por 
recombinación homóloga. Estos animales fueron cruzados con ratones que expresan la 
enzima Cre bajo el promotor de Emx1 generosamente provisto por la Dra. Noelia 
Weisstaub (Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires) (Weisstaub et al., 
2006, Iwasato et al., 2004) (Figura 14).  Debido a que la recombinasa Cre media la 
escisión de sitios flanqueados por sitios flox, en la progenie de esta cruza la escisión 
del ADNc de GFRα1 convierte el alelo GFRα1 floxeado (funcional) en un alelo reportero 
de GFP (nulo). Esta estrategia permite la detección fácil de aquellas células que han 
sufrido recombinación por Cre por microscopía de fluorescencia. Para analizar el 
genotipo de GFRα1 se utilizaron primers que permiten detectar el alelo salvaje (wt) y el 
alelo floxeado. El alelo floxeado al tener el sitio flox posee más pares de bases que el 
alelo wt, de esta manera se los puede diferenciar por el peso cuando se los corre por 
electroforesis en un gel de agarosa. Los primers utilizados fueron los siguientes:                                                                               
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5’-CTTCCAGGTTGGGTCGGAACTGAACCC-3’                                                                    
y 5’TGGCAGCACGAAGTACAGAGTGGCTAGGAACAT-3’. El genotipo de Cre se 
analizó por presencia o ausencia y se utilizaron los siguientes primers: 5’-
AATGCTTCTGTCCGTTTGC-3’ y 5’-TAGCGCCGTAAATCAATCG-3’.  
 
Transfección transiente de células y plásmidos 
Las células MN1 y HEK293T fueron transfectadas mediante el uso de 
polietilenimina (PEI de Polyscience) como se ha descrito previamente (Ledda et al., 
2008). La transfección de cultivos primarios de hipocampo se realizó utilizando 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 250 µl de medio Neurobasal libre de suero. Las 
proporciones de ADN y lipofectamina utilizadas fueron: 0,8 µg de ADN plasmidico total 
y 2 µl de lipofectamina por pocillo en placas de 24 pocillos. Para los experimentos de 
sobreexpresión, las neuronas se co-transfectaron con plásmido que sobreexpresa 
GFRα1 unida a la secuencia bandera HA (GFRα1-HA), GFRα1-ΔN161 etiquetado con 
HA (GFRα1-ΔN161-HA) o NCAM-180 y un plásmido que expresa la proteína verde 
fluorescente (GFP; Clontech). La cantidad de ADN para los plásmidos GFRα1-HA, 
GFRα1-ΔN161-HA  y NCAM-180 fue 0,6 µg mientras que 0,2 µg se utilizó para el 
plásmido de GFP siguiendo una relación 3:1. Las construcciones GFRα1-HA y GFRα1-
ΔN161-HA fueron descriptas anteriormente (Ledda et al., 2007). Para los experimentos 
de pérdida de función, las neuronas del hipocampo fueron transfectadas con 0,8 µg de 
una construcción shARN-Control, shARN-GFRα1 o shARN-NCAM, los tres vectores de 
interferencia expresan la proteína GFP. El vector retroviral pRetro-U6G shARN se 
utilizó para la expresión de shARN-GFRα1 específico de GFRα1 de rata (Cellogenetics, 
Inc). La secuencia del ARNm de GFRα1 a la cual shARN-GFRα1 se une es 5'-3'-
GCACAGTCATGACTCCCAACT, y corresponde a los nucleótidos 1137-1157 del ARNm 
de rata (NM_012959). No se encontró homología con otros genes conocidos 
determinados por una búsqueda BLAST. La eficiencia de la pérdida de función de 
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GFRα1 por interferencia con esta construcción fue confirmada por Western Blot e 
inmunofluorescencia (Figura 13). El vector retroviral pGFP-V-RS shARN se utilizó para 
la expresión de shARN-NCAM específico para NCAM de rata (Origene). La eficiencia 
de la pérdida de función de NCAM fue confirmado por Western blot (Figura 20). 
 
Fraccionamiento de densidad postsináptica y análisis por Western Blot 
Se homogeneizaron hipocampos (10% p/v) en hielo, en buffer 25 mM Tris-HCl  
pH 7,4 que contiene 0,32 M de sacarosa, 1 mM EDTA e inhibidores de proteasas. La 
homogeneización del tejido se realizó mediante 3 series de 20 subidas y bajadas cada 
una en un homogeneizador de vidrio en hielo. Luego se centrifugó a 4°C a  1000 X g  
durante 10 minutos, los sedimentos se lavaron dos veces en buffer de 
homogeneización y luego fueron desechados. El sobrenadante se centrifugó 
nuevamente a 14.000 X g durante 20 minutos a 4°C. Después de dos lavados en buffer 
de homogeneización, el pellet se resuspendió en agua bidestilada pH 6,8 fría (shock 
osmótico), se incubó durante 30 minutos y posteriormente se sometió la muestra a 3 
series de 20 subidas y bajadas cada una en homogeneizador de vidrio en hielo. La 
muestra fue centrifugada  a  20.000 X g durante 1 hora a 4°C. El pellet (P2), 
enriquecido en membrana sináptica (SPM) resultante se resuspendió en 25 mM Tris-
HCl, pH 7.4%, 1% TritónX-100. Se dejó agitando una hora a 4°C y luego se centrifugó a 
20.000 X g  durante 1 h. Este pellet, enriquecido en la fracción postsináptica (PSD), 
constituye lo que denominamos   PSD 1 de la cual se tomó una alícuota para su 
posterior análisis. El remanente se resuspendió en un buffer que contenía 1% de 
TritónX-100 o 3% de Sarkosyl se lo dejó agitando nuevamente una hora a 4°C y luego 
se centrifugó a 20.000 X g durante 30 minutos para enriquecer en el núcleo (core) de la 
PSD. Los pellets resultantes constituyeron las fracciones PSD 2 y PSD 3  
respectivamente. Las diferentes fracciones se analizaron por Western Blot. 
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Para los lisados totales, las células MN1 y HEK se lisaron a 4°C en buffer en 
presencia de 0,5% de TritónX-100, 1% β-octilglucósido más inhibidores de fosfatasas y 
proteasas. Después de la clarificación, los lisados de proteínas se analizaron por 
Western Blot como se describió previamente (Paratcha et al., 2001). Todas las 
membranas se escanearon en Storm 840 fluorimager (Molecular Dynamics) y  fueron 
analizados con el software ImageQuant (Molecular Dynamics). Los anticuerpos se 
obtuvieron de diversas fuentes: anticuerpo  anti-GFRα1 (dilución 1: 1000) de R&D, anti-
βIII-tubulina (dilución 1: 5000) de Promega, anti-Neurofilamento (dilución: 1:5000) de 
Sigma, anti-HA (dilución: 1:1250) de Roche, anti-NMDAR1 (dilución 1: 1000) y anti-
Homer (1: 1000) de Synaptic System. 
 
Cultivos neuronales primarios 
Las neuronas hipocampales y corticales  de rata fueron aisladas a día 
embrionario (E) 17,5 de ratas Wistar (Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires). Las neuronas fueron disociadas por disgregación 
mecánica y cultivadas en medio Neurobasal (Invitrogen) suplementado con 2% B27 
(Invitrogen), glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina (1,2 U/ml y 1,2 mg/ml, 
respectivamente). Las neuronas se sembraron a una densidad de 120.000 células por 
pocillo de placa de 24 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio revestidos en poli-D-lisina 
(PDL) (10 µg/ml).  
Neuronas de hipocampo de ratón se prepararon a partir del día postnatal 0 (P0) 
de animales recién nacidos. Brevemente, después de la digestión con 45U de papaína 
y 0,05% de DNAsa en solución salina equilibrada de Hank (Gibco) a 37 ºC durante 20 
minutos, la reacción se detuvo mediante la adición de DMEM 10% de FBS. Luego, los 
hipocampos se trituraron mecánicamente y las neuronas disociadas fueron sembradas 
en placas de 24 wells recubiertas con poli-D-lisina (10 μg/ml). Dos horas más tarde, el 
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medio fue reemplazado por medio Neurobasal suplementado con B27 (Gibco), 
penicilina, estreptomicina, y Glutamax (Gibco) como se describió previamente. Las 
neuronas hipocampales se sembraron en placas de 24 wells a una densidad de 1x105 
células por well.  
Las neuronas hipocampales y corticales de rata y ratón fueron transfectadas 
utilizando 2 µl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) por µg de ADN por posillo de 24 
durante 2 horas. Luego el medio fue removido y reemplazado por medio fresco. 
 
Microscopía e inmunofluorescencia 
Para realizar tinciones por inmunofluorescencia  de cultivos celulares, la 
neuronas se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS, se permeabilizaron con 
0,3% TritonX-100 10 minutos a temperatura ambiente, se bloquearon con 10% de suero 
normal de burro durante 30 minutos y se incubaron durante la noche (16 hs) a 4°C con 
los anticuerpos indicados. Para las inmunofluorescencia de tejidos, los cerebros de rata 
o ratón fueron aislados de animales perfundidos con PFA  al 4%, mantenidos en 
sacarosa al 30% en PBS durante la noche, embebidos en OCT (Tissue-Tek) y cortados 
en un criostato Leica en secciones de 60 µm. Los cortes se permeabilizaron con 0,3% 
TritonX-100 (20 minutos), se bloquearon con 10% de suero normal de burro (Jackson 
ImmunoResearch) por una hora y se incubaron durante la noche a 4°C con los 
anticuerpos primarios indicados en agitación. 
Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para las inmunotinciones descriptas: 
anticuerpo anti-GFRα1 (dilucion1: 250) de R&D, anti-HA (dilución 1: 100) de Roche; 
anti-GFP (dilución 1: 1000) de BD Biosciences; anti-VGLUT (1: 5000) de Chemicon, y 
anticuerpos anti-NMDAR1 (dilución 1: 1000), anti-Synapsina1 (dilución 1: 1000), anti-
Homer1 (dilución 1: 1000) de Synaptic System. Los anticuerpos secundarios fueron 
obtenidos de Jackson ImmunoResearch. Las secciones fueron analizadas por 
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microscopía de fluoresecencia utilizando un microscopio confocal  Olympus FV-1000 o 
un microscopio invertido Olympus IX-81. 
 
Análisis de las imágenes y cuantificación 
Para neuronas disociadas y secciones de cerebro, las imágenes se obtuvieron 
usando un microscopio confocal Olympus FV-1000, con objetivo de 60X con la 
configuración de adquisición secuencial. Para los ensayos de espinas dendríticas, y 
para el análisis de complejidad de los árboles dendríticos en secciones de tejido, se 
hizo una proyección serie Z de cada neurona. Para determinar la densidad de espinas 
dendríticas se contó el número de espinas en segmentos de al menos 100 µm de 
longitud dendrítica por neurona. Para la cuantificación  20 a 25 neuronas transfectadas 
fueron elegidas al azar por experimento y se realizaron 2-3 experimentos 
independientes para cada construcción. La significación estadística se calculó utilizando 
la prueba t de Student o ANOVA como se indica en cada caso. 
Para el análisis de los parámetros morfométricos en las neuronas disociadas, 
las imágenes fueron adquiridas mediante un microscopio de fluorescencia Olympus IX-
81, con objetivo de 20X y las mediciones de la complejidad de los árboles dendríticos 
se realizaron en forma manual usando el programa informático ImageJ. El plugin Neuro 
J se utilizó para analizar el largo total de las dendritas y en número de bifurcaciones y el 
plugin Concentric Circles para el análisis de Sholl (Sholl, 1953). 
 
Análisis por microscopía electrónica 
Ratones GFRα1 cKO y wt fueron perfundidos transcardialmente con 
paraformaldehído al 4% y 0,25% de glutaraldehído en 0,9% NaCl2. El tejido cerebral se 
aisló y fijó con PFA al 4% y 0,25% de glutaraldehído en buffer fosfato (0,1 M, pH: 7,4) 
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durante la noche. Las áreas del hipocampo CA1, CA3 y GD fue bloqueadas y fijadas 
con óxido de osmio, deshidratadas, y embebidas en resina epoxi Durcupane. Se 
generaron secciones de 70nm de espesor y se tiñeron con 2% de acetato de uranilo y 
citrato de plomo. Las imágenes se obtuvieron en un microscopio electrónico de 
transmisión Zeiss EM 109T. Las sinapsis, que contenían vesículas sinápticas claras y 
PSD fueron identificadas y contadas en imágenes de aumento de 12.000X. Para el 
análisis estructural de la sinapsis, analizamos fotos de aumento 50.000X. Cada sinapsis 
con claras membranas presináptica y postsináptica se analizó de forma manual 
mediante el uso del programa ImageJ. Para la densidad de sinapsis, ancho de 
hendidura sináptica y el área de la PSD, se evaluaron más de 90 sinapsis por genotipo. 























Las espinas dendríticas son protrusiones citoplasmáticas de la membrana de los 
árboles dendríticos que funcionan como centro de recepción para la mayoría de las 
sinapsis excitatorias en el sistema nervioso central. Se las encuentra en neuronas 
excitatorias e inhibitorias como las neuronas piramidales de la corteza y del hipocampo 
o en las neuronas de Purkinje en el cerebelo (van Spronsen and Hoogenraad, 2010). 
Las espinas dendríticas pueden ser clasificadas según su morfología en cuatro grupos, 
espinas con forma de hongo (mushroom), copa (cup), finas (thin) y achaparradas 
(stubby)  (Bourne and Harris, 2008) (Figura 5). Las espinas con forma de hongo tienen 
una cabeza de diámetro mayor a su cuello, por lo general presentan densidades 
postsinápticas de mayor tamaño (Harris et al., 1992) y maduras con un una densidad 
mayor de receptores glutamatérgicos (Matsuzaki et al., 2001, Nicholson et al., 2006). 
Las espinas en forma de copa presentan dos brazos que conectan con diferentes 
axones, es por este motivo que también son llamadas espinas ramificadas (branched). 
Se consideran las espinas mas especializadas y maduras para la recepción de 
estímulos glutamatérgicos y se producen a partir de las espinas con forma de hongo 
luego de procesos de aprendizaje y memoria. Las espinas finas poseen el mismo 
diámetro en el cuello y la cabeza de la espina y se ha descripto que poseen un mayor 
número de polirribosomas (Ostroff et al., 2002, Bourne and Harris, 2008)  
compatimentos endosomales (Cooney et al., 2002, Park and Hong, 2006) y astroglia 
perisináptica (Witcher et al., 2007). Esto indicaría que son espinas especializadas en la 
recepción rápida de estímulos excitatorios, la regulación del calcio intracelular, el 
reciclaje endosomal, síntesis y degradación de proteínas.  Las espinas stubby son 
espinas mas chatas, no poseen cuello y se cree que sufren rápidos cambios 
morfológicos para dar luego las otras categorías de tipos de espinas, son el primordio 
de espinas maduras. Debido a que no poseen un cuello fino es probable que no 
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puedan coordinar de una manera tan eficiente la regulación del calcio intracelular y la 
activación de distintas vías de señalización.  
El tamaño de una espina dendrítica es variable, el largo puede ir desde 1 µm 
hasta 5 µm (aunque algunos autores afirman que pueden llegar a medir hasta 10 µm) y 
un diámetro de 0,5-2 µm. Estos parámetros son plásticos y se generan rápidamente, 
dependen principalmente de la actividad eléctrica y de señales extracelulares. En 
particular algunas sinapsis son más estables y se mantienen en el tiempo mientras que 
otras son más dinámicas y se forman o decrecen en cuestión de minutos.  
 
 
Figura 5: Modelo de sinapsis excitatoria y morfología de espinas dendríticas. A) Esquema representativo 
de sinapsis inhibitoria y excitatoria. Las sinapsis inhibitorias se generan sobre la dendrita en donde se 
forma la densidad postsináptica inhibitoria. Las sinapsis excitatorias presentan una estructura típica de 
recepción del estímulo, la espina dendrítica, en ella se forma la densidad postsináptica excitatoria que 
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contiene todas las proteínas necesarias para la recepción de la información. La figura de la derecha 
muestra algunas de las proteínas que componen una sinapsis excitatoria. (Adaptado de van Spronsen y 
Hoogenraad, 2010). B) Microfotografías de los subtipos de espinas dendríticas por microscopia 
electrónica. En violeta se marcan las espinas dendríticas y en verde los terminales axonales. Escala: 
100nm. 
 
Las sinapsis están caracterizadas por poseer una densidad proteica (PSD) 
unida a la membrana postsináptica. La PSD es una matriz compacta en donde están 
ancladas las proteínas de andamiaje, moléculas de adhesión, moléculas de 
señalización, receptores de membrana y bombas de influjo de iones que actúan en 
forma coordinada para recibir la información proveniente de la presinapsis a través de 
los neurotransmisores liberados en el espacio sináptico (Iasevoli et al., 2014). En las 
sinapsis glutamatérgicas los receptores mayoritarios son los receptores NMDA, AMPA y 
Kainato. Cada uno está formado por un conjunto de subunidades que se unen 
formando canales transmembranas que se abren cuando llegan el impulso desde la 
presinapsis. En particular el receptor NMDA está bloqueado por una molécula  de Mg2+ 
que se libera luego de una despolarización. AMPA requiere una pequeña 
despolarización que depende de NMDA para abrir el canal transmembrana para el 
influjo de iones de Na+ desde el espacio sináptico aunque su canal no se encuentra 
bloqueado. A diferencia de los receptores AMPA, los receptores de Kainato no cumplen 
una función crítica en la señalización del impulso sináptico, sin embargo su rol en los 
procesos de plasticidad posteriores al impulso es muy importante. 
La formación de las espinas dendríticas durante el desarrollo es un proceso 
dinámico. Durante los procesos sinaptogénicos tempranos las dendritas están cubiertas 
con filopodios. Los filopodios son protusiones finas del citoplasma transientes y 
dinámicas que son dependientes del crecimiento dendrítico y de la actividad eléctrica 
involucrados en los procesos sinaptogénicos (Portera-Cailliau et al., 2003). Los 
filopodios se extienden y retraen desde la dendrita con una vida media aproximada de 
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10 minutos (Garner et al., 2006). Se cree que el rol de los filopodios es censar el 
ambiente adyacente, y de esta manera incrementar la probabilidad de entrar en 
contacto con un cono axonal vecino favoreciendo de esta manera la formación de 
nuevas sinapsis. Una vez que se realiza el contacto con el terminal axonal se inician 
procesos de comunicación bidireccional, mediadas por moléculas de adhesión y 
señales químicas. De esta manera comienza la formación de una sinapsis y su 
maduración. La maduración sináptica requiere la comunicación bilateral entre la 
presinapsis y postsinapsis. A medida que la formación sináptica continúa a lo largo de 
días el número de filopodios decrece y son gradualmente remplazados por espinas 
dendríticas. Las espinas dendríticas se pueden formar mediante dos vías: la mayoría de 
las espinas dendriticas se forman a partir de filopodios que se modifican en espinas una 
vez que han contactado a un axón, sin embargo, algunas espinas se forman luego de 
que un axón entra en contacto directamente con una dendrita (en forma independiente 
de filopodios), de esta manera comienza a generarse la espina una vez que se ha 
formado el contacto dendrita-axón; ambos mecanismos pueden funcionar en una 
misma neurona (Fiala et al., 1998). Es importante remarcar que no todos los filopodios 
llegan a convertirse en espinas dendríticas. En las neuronas que no desarrollan espinas 
dendríticas se ha visto un aumento en el número de filopodios en las dendritas durante 
los procesos sinaptogénicos (Wong and Wong, 2001), probablemente como una 
manera de censar el ambiente y guiar a los axones hacia las dendritas donde se forman 
las sinapsis inhibitorias. 
Numerosas enfermedades del sistema nervioso están asociadas en su totalidad 
o al menos parcialmente con déficits en la transmisión sináptica o defectos en proteínas 
sinápticas (van Spronsen and Hoogenraad, 2010). Estas enfermedades son agrupadas 
bajo el nombre de sinaptopatias, sin embargo las vías o mecanismos que se 
encuentran afectados, el origen de estas afecciones y cuales consecuencias despierta 
en el sistema nervioso son parámetros variables y muchas veces difieren notablemente 
entre sí. Se conoce que existe un aumento en el número de espinas dendríticas en las 
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neuronas piramidales de la corteza en pacientes con síndrome autista (Geschwind and 
Levitt, 2007), mientras que se produce una reducción significativa en el número de 
espinas dendríticas de neuronas piramidales del hipocampo en pacientes con la 
enfermedad de Alzheimer (Penzes et al., 2011). Es por este motivo que en años 
recientes se ha puesto particular esfuerzo en el estudio de los procesos sinaptogénicos 
y los efectos que se producen cuando ocurren alteraciones en estos mecanismos.  
 
Moléculas de Adhesión 
Las moléculas de adhesión son proteínas de membrana que median la adhesión 
celular en procesos del desarrollo y en el adulto tales como migración celular, 
diferenciación y formación de sinapsis. En particular en los sitios de sinapsis las 
moléculas de adhesión juegan un rol clave en la formación de nuevas sinapsis y en los 
procesos de maduración, esto es debido a que mantienen la integridad de la unión 
sináptica y promueven la estabilidad del contacto. Tanto los terminales pre y 
postsinápticos como la glia perisináptica que los rodea presentan en la superficie de 
membrana distintos tipos de moléculas de adhesión. Estas moléculas no solo median la 
unión de membranas adyacentes sino que regulan la comunicación celular bidireccional 
implicada en procesos como maduración y modulación de las sinapsis. Un rol 
importante que cumplen las moléculas de adhesión es el proceso de reconocimiento de 
los tejidos blanco; los contactos que forman los axones con su blanco no son azarosos, 
de hecho es un proceso complejo y se ha visto que existe una tendencia a formar 
sinapsis en determinadas zonas de la neurona en comparación a otras, por ejemplo, en 
espinas versus la dendrita o en la dendrita versus el cuerpo neuronal. Se debe 
remarcar que las moléculas de adhesión no se encuentran únicamente localizadas en 
una zona particular de la neurona, sin embargo existen gradientes y zonas de mayor 
concentración que permiten un reconocimiento más preciso por parte de los axones. 
Numerosas familias de moléculas de adhesión han sido identificadas como mediadores 
sinaptogénicos, entre ellas se encuentran: caderinas, protocaderinas, integrinas, 
43 
 
NCAM, L1, Fasciclina, SynCAM, Neurexina-Neuroligina, GDNF/GFRα1 y LRRTM entre 
otras. Las interacciones entre las distintas familias de moléculas de adhesión pueden 
agruparse en tres grandes familias: las interacciones homofílicas, como es el caso de 
cadherinas y de NCAM; interacciones heterofilicas, como el complejo Neurexina-
Neuroligina y por último interacciones dependientes de ligando, como es el caso de 
GFRα1 junto a GDNF o GluRδ2 junto a Neurexina y Cerebelina1. 
En este capítulo de la tesis demostramos que el complejo GDNF/GFRα1 está 
involucrado en procesos sinaptogénicos en el hipocampo y que déficits en este 
complejo induce una pérdida en la densidad de sinapsis y cambios en la estructura 
sináptica in vivo en diferentes áreas hipocampales. Además describimos a la isoforma 
NCAM-180 como el receptor responsable de mediar los procesos sinaptogénicos 




















GFRα1 se expresa durante el desarrollo postnatal del hipocampo 
 
Con el objetivo de estudiar el rol de GFRα1 en el desarrollo hipocampal, 
analizamos la expresión de esta proteína en el hipocampo durante el período de 
crecimiento dendrítico y establecimiento de las conexiones sinápticas que ocurre 
durante las dos primeras semanas postnatales en roedores. La expresión de la proteína 
de GFRα1 durante el desarrollo del hipocampo postnatal, se analizó en homogenatos 
de hipocampo utilizando la técnica de Western Blot.  Observamos expresión de GFRα1 
en todos los estadios evaluados con un aumento de la expresión en el día postnatal (P) 
P5, P10 y P15 (Figura 6 A). El histograma de la figura 6 A muestra los niveles de 
expresión de GFRα1 durante los estadios postnatales estudiados respecto del día 
postnatal P0. Estos datos están de acuerdo con datos previos en los que se analizó la 
expresión del ARN mensajero de GFRα1 por la técnica de PCR en tiempo real (Ledda 
et al., 2007). En este trabajo se describe un pico de expresión de los ARN mensajeros 
(ARNm) de GFRα1, GDNF y NCAM entre la primera y segunda semana postnatal en el 
hipocampo (Ledda et al., 2007). Para determinar la distribución de esta proteína, 
estudiamos la expresión de GFRα1 por la técnica de inmunofluorescencia en secciones 
coronales de cerebros de rata P15. Observamos una clara expresión de GFRα1 en las 
regiones CA1, CA3 y en el giro dentado (GD) hipocampal (Figura 6 B). En neuronas 
hipocampales, la expresión de GFRα1 fue detectada en axones como había sido 
descripto previamente (Ledda et al., 2007) así como también a lo largo de las dendritas 
y las espinas sinápticas. En cultivos hipocampales maduros pudimos detectar 
localización de GFRα1 en espinas dendríticas en aposición con el marcador 
presinátpico Vglut (Transportador Vesicular de Glutamato) (Figura 6 D). Para poder 
visualizar las espinas dendríticas los cultivos fueron transfectados con un vector control 
que expresaba la proteína fluorescente verde, GFP. Estos resultados en conjunto 
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confirmaron resultados previos que indican que GFRα1 se expresa tanto en la 
presinapsis como en la postsinapsis de neuronas hipocampales. 
En forma posterior, la localización de GFRα1 en el compartimento postsináptico 
fue analizado por inmunoblot en fracciones subcelulares enriquecidas en densidad 
postsináptica (PSD).  Para ello, realizamos fraccionamiento subcelular de hipocampo 
de rata P15 y analizamos por Western Blot la expresión de GFRα1 en la fracción de 
homogenato total (Hom), y distintas fracciones enriquecidas en PSD. Estas fracciones 
se obtuvieron realizando un fraccionamiento subcelular y sometiendo a las muestras a 
distintos tratamientos con detergentes: (i) una vez con triton (PSD1), (ii) dos veces con 
triton (PSD2) y (iii) con triton y sarkosyl (PSD3) de manera de enriquecer las fracciones 
en forma creciente en la densidad postsináptica (PSD). Pudimos observar expresión de 
GFRα1 en la PSD y un aumento de la intensidad de expresión con los sucesivos 
tratamientos con detergente (Figura 6 C). Como un control de que efectivamente 
analizamos fracciones potsinápticas analizamos la expresión de la subunidad R1 del 
receptor de glutamato NMDA. Como indica la figura 6 C se observó un enriquecimiento 
de GFRα1 en las mismas fracciones enriquecidas en NMDAR1. 
 Estos resultados en conjunto indicaron una alta expresión de GFRα1 en las 
distintas áreas hipocampales durante el período de crecimiento dendrítico y 
establecimiento de sinápsis, confirmando resultados previos que indican que GFRα1 se 
expresa tanto en la presinapsis como en la postsinapsis de neuronas hipocampales, y 






Figura 6: Expresión y localización de GFRα1 en el hipocampo. A) Panel superior: análisis de la expresión 
de la proteína de GFRα1 durante el desarrollo del hipocampo. Se analizaron los estadios postnatales (P): 
P0, P5, P10, P15, P30 y adulto por Western Blot de homogenatos totales obtenidos a partir de 
hipocampos de rata. La membrana se incubó con anticuerpo anti-GFRα1. Los controles de carga de 
proteína se analizaron con anticuerpo anti-βIII-tubulina. Panel inferior: gráfico representativo de los 
niveles de proteína de GFRα1 durante el desarrollo del hipocampo relativizado al nivel de proteína de 
GFRα1 a P0. B) Tinción de GFRα1 endógeno en hipocampo de cortes coronales de rata P15 por 
inmunoflouorescencia. Panel superior: hipocampo teñido con anticuerpo anti- GFRα1. Se realizó tinción 
de DAPI para teñir los núcleos y poder identificar las diferentes zonas del hipocampo CA1, CA3 y GD. 
Escala: 500 µm. Paneles inferiores: fotomicrografias de las distintas regiones del hipocampo teñidas con 
anticuerpo anti- GFRα1 y DAPI. Escala: 200 µm. C) Análisis de la expresión de GFRα1 en la postsinapsis 
analizado por Western Blot. Se estudió los niveles de expresión de GFRα1 en homogenato y fracciones 
hipocampales de rata de 15 días postnatal tratados con distintas combinaciones de detergentes: 
TritónX100 una vez (PSD 1), TritónX100 dos veces (PSD 2) y TritónX100 con sarkosyl (PSD 3). El Western 
Blot fue revelado con anticuerpo anti-GFRα1 y reprobado con anticuerpo anti-NMDAR1 como control de 
densidad postsináptica. D) Panel superior: Microfotografías de dendritas de neuronas hipocampales de 
rata cultivadas in vitro por 16 días y transfectadas con plásmido que expresa GFP. Luego de 48hs las 
neuronas fueron fijadas con PFA4% y teñidas con anticuerpo anti-GFP, anti-GFRα1 y anti-VGlut, el 
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transportador de glutamato. Escala: 5 µm. Panel inferior: microfotografías a mayor aumento de las 
imágenes del panel superior indicando la colocalización de GFRα1 en la sinapsis. Se evidencia la expresión 
de GFRα1 en la espina dendrítica (postsinapsis) y colocalización con Vglut (presinapsis). Escala: 2 µm. 
 
GFRα1 postsináptico promueve la maduración de la maquinaria presináptica 
excitatoria en presencia de GDNF  
 
Basados en resultados previos que indicaban que la localización postsináptica 
exógena de GFRα1 en perlas de poliestireno imitando una postsinapsis puede inducir el 
ensamblado de sinapsis excitatorias en presencia de GDNF (Ledda et al., 2007) y  con 
el objetivo de comprender mejor el rol de GFRα1 postsináptico en el ensamblado de la 
maquinaria presináptica, analizamos en cultivos de neuronas hipocampales si la 
sobreexpresión de GFRα1 postsináptica inducía el reclutamiento de moléculas 
presinápticas. Para ello co-transfectamos cultivos hipocampales de rata de día in vitro 
(DIV) 16 con plásmido codificante para GFP y vector que expresa GFRα1 etiquetado 
con el epítope hemaglutinina HA (GFRα1-HA) o vector control. Las células que 
sobreexpresaban GFRα1 fueron estimuladas con GDNF por dos días y luego ambos 
tratamientos fueron fijados y teñidos con anticuerpos contra distintas proteínas 
presinápticas. Inicialmente estudiamos si en estas condiciones se observaban cambios 
en la cantidad de puntos de Sinapsina1 (proteína asociada a las vesículas sinápticas y 
al citoesqueleto, Figura 5A)  en contacto con dendritas que sobreexpresan GFRα1. Se 
observó un aumento significativo en la densidad de puntos de Sinapsina1 sobre las 
dendritas de neuronas que sobreexpresaban GFRα1 en presencia de GDNF respecto a 
las neuronas control (Figura 7 B y C) indicando un rol de GFRα1 y GDNF en la 
inducción de la diferenciación presináptica. Estos datos están de acuerdo con los 
observados previamente por Ledda y colaboradores en 2007 (Ledda et al., 2007). La 
correcta expresión y localización de GFRα1-HA fue controlada y se observó una 
correcta localización de este receptor a lo largo de las dendritas y espinas dendríticas 
similar a lo observado para  GFRα1 endógeno (Figura 7 A). 
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Basados en el aumento significativo de puntos de Sinapsina1 inducido por 
GDNF sobre las dendrítas que sobreexpresan GFRα1, decidimos analizar si el 
complejo GDNF/GFRα1 también inducía el aumento en el número de aposiciones sobre 
las dendritas de otro marcador presináptico, el transportador vesicular de glutamato 
(VGlut), Figura 5A. El agregado de VGlut fue analizado por inmunofluorescencia en los 
mismos grupos estudiados para Sinapsina1 (Figura 7 D). Observamos que la 
sobreexpresión de GFRα1 postsinátpica indujo un aumento en el agregado de 
aposiciones de VGlut sobre las espinas dendríticas de estas neuronas (Figura 7 E). En 
conjunto estos datos indicaron que en presencia de su ligando, GDNF, la expresión de 








Figura 7: GDNF y GFRα1 promueven la maduración presináptica de neuronas hipocampales. A) 
Fotomicrografias de neuronas hipocampales de 16 días in vitro co-transfectadas con GFP y plásmido 
codificante para GFRα1-HA. Luego de 48 hs las neuronas se fijaron con PFA 4% y tiñeron con anticuerpo 
anti-GFP y anti-HA. La flecha señala una espina dendrítica marcada con GFP y HA. Escala: 5 µm. B) 
Fotomicrografías de neuronas hipocampales de rata co-transfectadas a los 16 días in vitro con plásmido 
codificante para GFP y GFRα1-HA o vector control (Ctrl) y estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 
hs. A los 18 días in vitro las células fueron fijadas con PFA 4% y luego teñidas con anticuerpo anti-GFP y 
anti-Sinapsina1. Las flechas señalan la dendrita teñida con GFP y Sinapsina1. Escala: 15 µm. C) Gráfico de 
la cuantificación de puntos de Sinapsina1 en aposición con dendritas hipocampales de rata a lo largo de 
100 µm de longitud correspondientes al panel B. El resultado representa promedio ± SEM de un 
experimento representativo realizado en triplicado. ***<0,0001, Student´s t-test. 20 neuronas fueron 
analizadas por tratamiento. C) Fotomicrografías de neuronas hipocampales tratadas como se indica en B 
y teñidas con anticuerpo anti-GFP y anti-VGlut. Las flechas muestran espinas dendríticas con aposición de 
VGlut. Escala: 5 µm. E) Cuantificación de puntos de aposición de VGlut en la dendrita a lo largo de 100 µm 
correspondientes al panel E. El resultado representa promedio ± SEM de un experimento representativo 
realizado en triplicado. ***<0,0001, Student´s t-test. 20 neuronas fueron analizadas por tratamiento. 
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GFRα1 promueve la formación de espinas dendríticas y maduración 
postsináptica excitatoria  
 
Considerando la localización postsináptica de GFRα1, la capacidad de 
funcionar como una molécula de adhesión en presencia de GDNF y el hecho de que 
esta molécula puede  participar en la formación de nuevas sinapsis en el hipocampo   
induciendo la maduración presináptica, analizamos el rol de esta molécula en la 
maduración postsináptica. Para ello cultivamos neuronas hipocampales embrionarias 
de rata durante 10 días y las transfectamos con plásmido que codifica para la proteína 
GFP para poder visualizar y analizar la formación de espinas dendríticas. Estas 
neuronas fueron estimuladas bajo las mismas condiciones con un gradiente de 
concentración de GDNF. Observamos que el agregado de 100 ng/ml de GDNF indujo 
un aumento significativo en el número de espinas dendríticas y que ese aumento se 
mantuvo con concentraciones de ligando saturantes (Figura 8A y B). Este experimento 
indicó que en GDNF induce la formación de nuevas espinas sinápticas en neuronas 
hipocampales.   Basado en estos resultados decidimos investigar los efectos de 
sobreexpresar GFRα1 en la densidad postsináptica de espinas dendríticas en neuronas 
hipocampales cultivadas en presencia de GDNF. Para ello co-transfectamos neuronas 
hipocampales de rata de 16 días in vitro con un plásmido codificante para GFP y 
plásmido codificante para  GFRα1 etiquetado con el epítope hemaglutinina HA (GFRα1-
HA) o un plásmido control. Las neuronas se mantuvieron in vitro por 48hs en presencia 
o ausencia de GDNF y posteriormente fueron teñidas con anticuerpo anti-GFP para 
visualizar con alta sensibilidad la formación de espinas. Como se observa en las 
fotomicrografías de la figura 8 C y el gráfico 8 D se observó un incremento significativo 
en el número de espinas dendríticas en las neuronas que sobreexpresaban GFRα1-HA 
y habían sido tratadas con GDNF respecto a las neuronas transfectadas con vector 
control, indicando que el complejo GDNF/GFRα1  podría cumplir un rol clave en los 
procesos espinogénicos en el hipocampo. Para profundizar el estudio del rol de GDNF 
51 
 
y GFRα1 en la maduración postsináptica analizamos los parámetros morfológicos de 
las espinas dendríticas estudiadas en la figura 8 C. Clasificamos las espinas en base a 
la bibliografía según su forma: Hongo (Mushroom), Finas (Thin), Achaparradas (Stubby) 
y Copa (Cup). Numerosos estudios relacionan la forma de las espinas dendríticas con 
su eficacia para transmitir el impulso eléctrico. Se han caracterizado a las espinas de 
tipo hongo y copa como las más especializadas y maduras (Alvarez and Sabatini, 2007, 
Segal, 2010). Pudimos observar que las neuronas que sobreexpresaban GFRα1-HA 
estimuladas con GDNF presentaban un aumento significativo en cada categoría 
morfológica respecto al control (Figura 8 E). Luego clasificamos las espinas dendríticas 
según el largo en dos categorías: menor o igual a 2 µm o mayor a 2 µm y menor a 5 
µm. Se ha estudiado in vitro que las espinas dendríticas de mayor tamaño presentan 
corrientes excitatorias postsinápticas (EPSCs) menores que aquellas espinas más 
cortas (Segal, 2010). Esto a su vez se relaciona con los cuellos de las espinas 
dendríticas, que podrían actuar como reguladores de la señal excitatoria postsináptica, 
es decir, cuanto más estrecho el cuello más pequeña la corriente que puede pasar por 
él. En este estudio, pudimos observar un aumento significativo en el número de espinas 
dendríticas en ambas categorías en las células tratadas con GFRα1 y GDNF respecto 
al control (Figura 8 F). A partir de estos resultados pudimos concluir que GDNF junto a 
su co-receptor GFRα1 inducen la formación de los distintos tipos de espinas dendríticas 





Figura 8: GDNF y GFRα1 promueven la formación de espinas dendríticas en neuronas hipocampales.  A) 
Fotomicrografías de neuronas hipocampales  de rata transfectadas al día 10 in vitro con plásmido 
codificante para GFP y estimuladas con diferentes concentraciones de GDNF (0, 50, 100, 150, 200, 250 
ng/ml). Escala: 2 µm. B) Gráfico de la densidad de espinas dendríticas (N° de espinas dendríticas cada 100 
µm de longitud) en neuronas que sobreexpresan GFP y son tratadas con diferentes concentraciones de 
GDNF (ng/ml). El resultado representa promedio ± SEM de un experimento representativo realizado por 
triplicado. ** p<0,001, ANOVA una vía, post test: Neuman Keuls. 20 neuronas fueron analizadas por 
tratamiento. C)  Fotomicrografías representativas de cultivos hipocampales de rata transfectados a los 16 
días in vitro con plásmido codificante para GFP y GFRα1-HA o vector control, estimulados o no con GDNF 
(100 ng/ml). Luego de 48hs las neuronas fueron fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. Escala: 2 µm. 
D)  El gráfico muestra la cuantificación del número de espinas dendríticas a lo largo de 100 µm de 
longitud correspondiente a  los tratamientos descriptos en el panel C. El resultado representa promedio ± 
SEM de un experimento representativo realizado por triplicado. *** p<0,0001, Student´s t-test. 20 
neuronas fueron analizadas por tratamiento. E) Gráfico que muestra la distribución de los distintos tipos 
de espinas dendríticas (mushroom, thin, stubby y cup). El resultado representa promedio ± SEM de un 
experimento representativo realizado por triplicado.* p<0,05, **p<0,001, Student´s t-test. 20 neuronas 
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fueron analizadas por tratamiento. F) Gráfico que muestra la clasificación de espinas dendríticas según la 
longitud de la espina (menor o igual a 2 µm o mayor a 2 µm menor o igual a 5 µm) en los grupos 
experimentales descriptos en C. El resultado representa promedio ± SEM de un experimento 
representativo realizado por triplicado.  ***p<0,0001, Student´s t-test. 20 neuronas fueron analizadas por 
tratamiento.  
 
La sinapsis glutamatérgica es una estructura altamente compleja compuesta por 
numerosas proteínas que cumplen diversas funciones; entre ellas se encuentran las 
moléculas de adhesión,  los receptores de membrana,  los canales inotrópicos y 
metabotrópicos, las proteínas de andamiaje y enzimas intracelulares que activan vías 
de señalización. En la figura 5A se diagraman parte de las proteínas implicadas en la 
sinapsis, algunas de las cuales estudiamos en esta tesis. 
La formación de espinas dendríticas funcionales no sólo requiere cambios en la 
estructura y dinámica del citoesqueleto sino que también requiere la entrada a estas 
protruciones de proteínas postsinátpicas estructurales como Homer y los receptores de 
glutamato. De acuerdo con el aumento observado en la densidad de espinas 
dendríticas en neuronas que sobreexpresaban GFRα1 en presencia de GDNF, 
estudiamos si estas moléculas podrían estar implicadas en la maduración potsináptica 
glutamatérgicas reclutando proteínas específicas de estas especializaciones sinápticas.  
 Para llevar a cabo estos estudios, cultivos hipocampales fueron co-
transfectados con GFP más plásmido codificante para GFRα1-HA o plásmido control y 
se las mantuvo en presencia o ausencia de GDNF. Dos días después las neuronas 
fueron fijadas, teñidas con los anticuerpos correspondientes y analizados por 
inmunofluorescencia para estudiar la expresión de moléculas postsinápticas 
glutamatérgicas. Se analizó la expresión y localización de Homer1, una molécula 
citosólica postsináptica involucrada en procesos sinaptogénicos y de interacción con los 
receptores glutamatérgicos (Figura 5 A) y la subunidad 1 del receptor de glutamato, N-
metil-D-aspartato, NMDAR1, en las espinas dendríticas. De acuerdo con el aumento de 
densidad de espinas sinápticas observadas previamente, observamos un aumento 
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significativo en la densidad de espinas dendríticas con presencia de Homer1 (Figura 9 
A y B) y NMDAR1 (Figura 9 A y C). 
 
Figura 9: El complejo GDNF/GFRα1 promueve el reclutamiento de proteínas postsináptica a las espinas 
dendríticas hipocampales. A) Fotomicrografias de neuronas hipocampales de rata transfectadas a los 16 
días in vitro con plásmido codificante para GFP y plásmido codificante para GFRα1-HA o vector control y 
estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs. A los 18 días in vitro las células fueron fijadas y luego 
teñidas con anticuerpo anti-GFP y anti-Homer1 o anti-NMDAR1. Las flechas marcan espinas dendríticas 
con puntos de Homer1 o NMDAR1 según corresponda. Escala: 5 µm. B) Gráficos de la cuantificación de 
espinas dendríticas que contienen Homer1 correspondiente al panel A. El resultado representa promedio 
± SEM de un experimento representativo realizado por triplicado. ***<0,0001, Student´s t-test. 20 
neuronas fueron analizadas por tratamiento. C) Gráficos de la cuantificación de espinas dendríticas que 
contienen NMDAR1 correspondiente al panel A.  El resultado representa promedio ± SEM de un 
experimento representativo realizado por triplicado. ***<0,0001, Student´s t-test. 20 neuronas fueron 
analizadas por tratamiento.  
 
Ensayos similares se realizaron en células corticales, que normalmente 
expresan bajos niveles de GFRα1 (Trupp et al., 1997). Cuando GFRα1 fue 
sobreexpresado en forma exógena en estos cultivos y mantenidos en presencia de 
GDNF, se observó un aumento significativo de parámetros postsinápticos como 
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densidad de espinas dendríticas y puntos de Homer1 en espinas cuando se las 
comparó con neuronas control (Figura 10). 
 
En conjunto estos resultados indicaron que el complejo GFRα1/GDNF no solo 
promueve la formación de espinas dendríticas sino que induce el reclutamiento de la 
maquinaria postsináptica a las espinas dendríticas. 
 
Figura 10: GDNF y GFRα1 promueven  la formación de espinas dendríticas y el reclutamiento de 
Homer1 hacia la sinapsis en neuronas corticales. A) Fotomicrografias de neuronas corticales de rata co-
transfectadas a los 16 días in vitro con plásmido codificante para GFP y plásmido codificante para GFRα1-
HA o vector control (Ctrl) y estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs. A los 18 días in vitro las 
células fueron fijadas y luego teñidas con anticuerpo anti-GFP y anti-Homer1. Las flechas indican espinas 
dendríticas con Homer1. Escala: 5 µm. B) Gráfico de la cuantificación de espinas dendríticas a lo largo de 
100 µm correspondiente a los tratamientos indicados en A. El resultado representa promedio ± SEM de 
un experimento representativo realizado por triplicado. **<0,001, Student´s t-test. 20 neuronas fueron 
analizadas por tratamiento. C) Gráfico de la cuantificación de espinas dendríticas con Homer1 a lo largo 
de 100 µm de dendrita correspondiente a los tratamientos indicados en A. El resultado representa 
promedio ± SEM de un experimento representativo realizado por triplicado. *<0,05, Student´s t-test. 20 
neuronas fueron analizadas por tratamiento.  
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GDNF activa subunidades específicas del receptor NMDA 
 
Los receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) son heterómeros 
formados por distintas subunidades y conforman canales iónicos fundamentales para la 
regulación de la función sináptica. Están compuestos por dos subunidades fijas NR1 y 
dos subunidades NR2 (que pueden ser A, B, C o D) o 2 subunidades NR2 y dos 
subunidades NR3 (A o B) (Figura 11 A). En el hipocampo se sabe que se expresan las 
subunidades NR2a y NR2b (Roche, 2007). La subunidad NR1 contiene un sitio de 
unión a glicina, el antagonista de glutamato mientras que la subunidad NR2 contiene el 
sitio de unión a glutamato (Figura 11 A). Las colas citoplasmáticas de las subunidades 
de NMDA pueden ser fosforiladas en residuos serina/treonina y tirosina. La fosforilación 
en estos residuos regula la actividad de las subunidades y su localización en los 
terminales sinápticos. Basados en nuestras observaciones que indicaron que 
GDNF/GFRα1 promueve el  reclutamiento de NMDA en las espinas dendríticas 
decidimos investigar si GDNF cumplía un rol en la activación de este receptor, para ello 
estudiamos la activación de las subunidades NR2A y NR2B. Con tal fin, cultivamos 
neuronas hipocampales de rata E17.5 durante 16 días. Estos cultivos fueron 
estimulados por tres días con GDNF (100 ng/ml) en forma crónica. Posteriormente, las 
neuronas fueron lisadas y la fosforilación de las distintas subunidades de NMDAR 
analizada. Para ello se realizó un ensayo de inmunoprecipitación con anticuerpo anti 
NR2B o anti NR2A, seguido por Western Blot con anticuerpo anti fosfo-tirosina (P-Tyr). 
Observamos un aumento de la fosforilación de tanto del receptor NR2B como NR2A 
luego de una estimulación crónica con GDNF. La membrana fue reprobada luego con 
anticuerpos anti NR2B o NR2A según correspondía para mostrar que los niveles de 
proteínas endógenas eran similares (Figura 11 B y C). Nuestros resultados indicaron 






Figura 11: GDNF induce la activación de las subunidades de NMDA NR2B y NR2A. Figura 11: GDNF 
induce la activación de las subunidades de NMDA NR2B y NR2A. A) Esquema representativo del 
receptor NMDA y sus subunidades. La subunidad NR1 (marcado en rosa) contiene el sitio de unión a 
Glicina, el antagonista de Glutamato, mientras la subunidad NR2 (marcado en naranja) contiene el sitio 
de unión a glutamato. Se pueden observar las colas citoplasmáticas de cada subunidad que son 
fosforiladas en residuos serina/treonina y tirosina (marcado en amarillo). B y C) Western Blot que 
muestra los niveles de activación de NR2B (B) y NR2A (C) luego de estimular neuronas hipocampales de 
rata de 16 días in vitro con GDNF (100 ng/ml) por 72hs. Los lisados celulares fueron inmunoprecipitados 
con anticuerpo anti-NR2B (B) o anti-NR2A (C) y las muestras obtenidas fueron analizadas por Western 
Blot con anticuerpos anti fosfo-Tirosina (P-Tyr). El blot fue reprobado con anticuerpo anti-NR2B (B) o anti-
NR2A (C) para visualizar los niveles de carga de proteína.  Ensayo representativo realizado por duplicado.  
 
GDNF es requerido para inducir los procesos sinaptogénicos mediados por 
GFRα1 
 
Con el objetivo de analizar si los efectos sinaptogénicos y de maduración 
sináptica mediados por GFRα1 dependen de la interacción de GDNF con su receptor 
GFRα1 utilizamos un plásmido que sobreexpresa una forma mutada de GFRα1 
(GFRα1-Δ161-HA)  a la cual le falta el dominio hélice-α del segundo dominio globular, 
el sitio de unión a GDNF, y que contiene la secuencia bandera HA. Se sabe que esta 
proteína mutada se pliega correctamente en su estructura terciaria y que se transloca a 
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la membrana plasmática (Scott and Ibañez, 2001). Para corroborar estos resultados y 
como control de expresión y localización de la molécula mutante,  transfectamos células 
de la línea celular HEK293T con plásmido codificante para GFP y vector codificante 
para GFRα1-Δ161-HA o vector control. Dejamos expresar las proteínas por 48hs, 
fijamos las células y las teñimos con anticuerpos anti-GFP, anti-HA y el colorante 
nuclear DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol). Pudimos ver un refuerzo de HA en la 
membrana de las células transfectadas con GFRα1-Δ161-HA (Figura 12 A) 
confirmando que la molécula mutante se localiza correctamente y podía ser utilizada en 
los ensayos planteados. Habiendo validado la localización de esta construcción, 
neuronas hipocampales de rata cultivadas durante 16 días in vitro fueron co-
transfectadas con (i) plásmido codificante para GFP y plásmido control, (ii) con 
plásmido codificante para GFP y GFRα1-Δ161-HA o con (iii) GFP y GFRα1-HA. Las 
células fueron estimuladas o no con GDNF por 48 hs, fijadas y teñidas con anticuerpo 
anti-GFP (Figura 12 B). La cuantificación del número de espinas dendríticas en cada 
tratamiento, reveló que las células que sobreexpresaron la forma mutada de GFRα1 
presentaron un número de espinas dendríticas menor a las células que sobreexpresan 
GFRα1 salvaje (wild tpe: wt) aun en presencia de GDNF (Figura 12 C). Los valores de 
densidad de espinas observados en neuronas expresando la forma mutada de GFRα1 
son similares a aquellos observados en las neuronas transfectadas con vector control, 
evidenciando una pérdida de la función de GFRα1 cuando se elimina la capacidad de 
unirse a GDNF. Estos resultados indicaron que la unión de GDNF con su receptor 




Figura 12: GDNF es requerido para inducir los procesos sinaptogénicos mediados por GFRα1. A) 
Fotomicrografias de células de la línea celular inmortalizada HEK293T transfectadas con vector 
codificante para  plásmido control, o plásmido codificante para GFRα1-Δ161-HA. Luego de 48 las células 
fueron fijadas y teñidas con anticuerpos anti-GFP, anti-HA y con el colorante nuclear DAPI. Escala: 50 µm. 
B) Fotomicrografías de la dendrita de neuronas hipocampales de rata co-transfectadas al día 16 in vitro  
con vectores de expresión de: (i) GFP más  plásmido control, (ii) GFP más GFRα1-HA  o (iii) GFP más 
GFRα1-Δ161-HA. Las neuronas fueron estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs, fijadas  y 
teñidas con anticuerpo anti GFP. Las flechas blancas señalan espinas dendríticas. Barra de error: 5 µm. C) 
Gráfico que muestra la cuantificación del número de espinas dendríticas a lo largo de 100 µm. Los 
tratamientos corresponden al experimento descripto en B. El resultado representa promedio ± SEM de 
un experimento representativo. *p<0,05,**p<0,001, ***p<0,0001, ANOVA, seguida de post-test: 




El receptor GFRα1 es requerido para mediar los efectos sinaptogénicos 
inducidos por GDNF en neuronas hipocampales 
 
Con el objetivo de demostrar que GFRα1 es requerido para inducir los efectos 
postsinápticos mediados por GDNF decidimos realizar ensayos en neuronas 
hipocampales en los que la expresión de GFRα1 fue reducida utilizando secuencias 
que interfieren la expresión de esta molécula. Para ello  utilizamos un vector que 
expresa la secuencia de interferencia del ARNm de GFRα1 (shARN-GFRα1) y contiene 
también la secuencia codificante para  la proteína reportera GFP. Para determinar la 
eficiencia de interferencia decidimos co-transfectar células de la línea celular 
inmortalizada MN1 con plásmido que sobreexpresa GFRα1-HA  junto a (i) un vector 
control que expresa  GFP o (ii) el vector que sobreexpresa la secuencia de interferencia 
de GFRα1 (shARN-GFRα1-GFP).  Las células fueron fijadas y teñidas con anticuerpo 
anti-HA para determinar los niveles de expresión de GFRα1. Como se ve en la figura 13 
A en el tratamiento control las células positivas para GFP presentaron tinción para HA 
en su membrana, mientras que en el tratamiento con el shARN las células positivas 
para GFP no presentan tinción de HA, indicando que la secuencia utilizada interfiere el 
ARNm de GFRα1. La sobrevida de estas células fue analizada por tinción de DAPI para 
identificar la integridad nuclear y la existencia de cuerpos apoptóticos y no se 
observaron diferencias (Figura 13 B). La eficiencia de este vector (shARNa-GFRα1) y 
otra secuencia de interferencia de GFRα1 (shARNb-GFRα1) fueron analizadas por 
Western Blot. Para ello co-transfectamos células MN1 con (i) un plásmido control, o (ii) 
con plásmido control más vector codificante para GFRα1-HA, (iii) shARNa-GFRα1 mas 
vector codificante para GFRα1-HA o (iii) shARNb-GFRα1 mas GFRα1-HA. Luego de 
72hs los homogenatos celulares fueron analizados por Western Blot utilizando 
anticuerpo anti-HA para estudiar la expresión de GFRα1 y reprobadas con anticuerpos 
anti-βIII-tubulina para ver los niveles de carga de proteína. Como se puede ver en la 
figura 13 C, el nivel de expresión de GFRα1 en ambos tratamientos con los vectores de 
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interferencia a y b se ve claramente reducido respecto al tratamiento de sobreexpresión 
de GFRα1, indicando que cualquiera de las dos secuencias evaluadas podrían ser 
utilizadas para interferir la expresión de GFRα1. 
Utilizamos la construcción shARNb-GFRα1 para interferir la expresión endógena 
de GFRα1 en neuronas y analizamos si el efecto espinogénico inducido por GDNF en 
neuronas hipocampales se veia afectado en ausencia de GFRα1. Para ello co-
transfectamos neuronas hipocampales de rata de 15 días in vitro con plásmido 
codificante para GFP y plásmido control o shARN-GFRα1. Las células fueron  
estimuladas o no con GDNF, 48hs después fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP 
(Figura 13 D). El número de espinas dendríticas totales fue analizado por microscopia 
confocal de fluorescencia. Como se muestra en la figura 12 D y E  se observó una 
reducción significativa del número de espinas dendríticas totales en las neuronas que 
tienen la proteína GFRα1 interferida, aun aquellas estimuladas con GDNF respecto al 
control. También, analizamos el número de puntos de tinción de la subunidad NR1 del 
receptor NMDA sobre las espinas dendríticas. Como se muestra en el gráfico 13 F, 
observamos una disminución significativa en el número de espinas dendríticas con 
puntos positivos para la subunidad NR1 en el tratamiento con shARN-GFRα1 respecto 
al control.  
Estos resultados indican que GFRα1 es necesario para mediar los efectos 
espinogénicos y de maduración sináptica inducido por GDNF ya que en ausencia de 
esta proteína se evidencia un déficit en el número de espinas dendríticas en neuronas 
hipocampales y un menor reclutamiento del receptor NMDA en las espinas dendríticas. 
Estos datos están de acuerdo con los datos de sobreexpresión de GFRα1 que 






Figura 13: GFRα1 es necesario para mediar los efectos sinaptogénicos inducidos por GDNF. A) 
Fotomicrografias de células de la línea celular inmortalizada MN1 transfectadas con plásmidos 
codificantes para GFP y GFRα1-HA o shARNb-GFRα1 y GFRα1-HA. 48hs luego las células fueron fijadas y 
teñidas con anticuerpo anti HA y DAPI para estudiar la morfología de los núcleos. Las flechas señalizan 
células donde se ha interferido GFRα1-HA (GFP positivas) y las cabezas de flecha las células donde no se 
ha interferido (HA positivas).  Escala: 25 µm B) Gráfico que muestra la sobrevida de las células estudiadas 
en el panel A. Se analizó la morfología de los núcleos para identificar núcleos apoptóticos. C) Western 
Blot de células MN1 co- transfectadas con los vectores indicados para evaluar la interferencia de las 
construcciones plásmido control solo o junto a GFRα1-HA, o shARNa-GFRα1 o shARNb-GFRα1 junto a 
GFRα1-HA. La membrana se la incubó con anticuerpo anti HA y se utilizó como control de carga βIII-
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tubulina. D) Fotomicrografia de neuronas hipocampales de rata transfectadas al día in vitro 15 con 
plásmido control más GFP o shARN-GFRα1 estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 horas. Las 
neuronas fueron fijadas y teñidas con anticuerpo anti-NMDAR1. Las flechas muestran espinas dendríticas 
con NMDAR1. Escala: 5 µm. E) Gráfico que muestra la cuantificación de espinas dendriticas totales a lo 
largo de 100 µm longitud para cada tratamiento indicado en D. El resultado representa promedio ± SEM 
de un experimento representativo. *p<0,05, **p<0,01 ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. 20 
neuronas fueron analizadas por tratamiento. F) Gráfico que muestra la cuantificación de puntos de 
tinción para la subunidad NR1 del receptor NMDA en  espinas dendríticas a lo largo de 100 µm longitud 
para cada tratamiento indicado en D. El resultado representa promedio ± SEM de un experimento 
representativo.*p<0,05, **p<0,01 ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. 20 neuronas fueron 
analizadas por tratamiento. Estos experimentos fueron repetidos 3 veces con resultados similares. 
 
 
GFRα1 es requerido in vivo para el desarrollo postsináptico en neuronas 
hipocampales 
 
Para determinar la contribución de GDNF/GFRα1 al desarrollo sináptico 
hipocampal in vivo analizamos ratones transgénicos deficientes en GFRα1 en neuronas 
hipocampales glutamatérgicas. Debido a que los ratones deficientes en GFRα1 mueren 
pocas horas luego de nacer como consecuencia de la ausencia de riñones utilizamos 
ratones condicionales para GFRα1 en los cuales se puede delecionar específicamente 
en un área de interés mediante el sistema Cre-LoxP (Uesaka et al., 2007). En estos 
animales un cassete compuesto por la secuencia  de GFRα1 flanqueada por sitios Flox 
seguida del ADNc de GFP fue insertado en el primer exón codificante del gen de 
GFRα1 por recombinación homologa. Cuando estos animales son cruzados con 
animales que sobreexpresan la recombinasa Cre bajo un promotor de interés esta 
enzima escinde la secuencia de GFRα1 contenida entre los sitios LoxP y de esta 
manera se permite la expresión del gen reportero GFP (que antes de la recombinación 
contenía un sitio STOP aguas arriba evitando su expresión). Esta estrategia permite la 
visualización por microscopía de fluroescencia de las células que han sufrido 
recombinación. En este trabajo utilizamos ratones que expresan la enzima Cre bajo el 
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promotor del factor de transcripción Emx1, que entre otras áreas, se expresa 
fuertemente en el cerebro anterior (Figura 14 A) (Iwasato et al., 2000). Es importante 
destacar que el factor de transcipción Emx1 se expresa en neuronas glutamatérgicas, 
pero no así en las interneuronas.  A partir de ahora llamaremos a los ratones 
deficientes en GFRα1 en estas células como cKO (animales knock-out condicionales) y 
a los salvajes como wt. Inicialmente corroboramos la expresión de GFP en el 
hipocampo en cortes coronales de cerebros de ratones cKO (Figura 14 B). 
Confirmamos la eficiencia de la recombinación por inmunotinciones de secciones de 
ratones cKO utilizando anticuerpos anti-GFP. Se observaron diferentes niveles de 
expresión de GFP en la mayoría de las neuronas de CA1 y CA3 y una alta expresión en 
neuronas del giro dentado. Una robusta reducción en los niveles de expresión de 
GFRα1 fue detectada en inmunoblots de lisados totales obtenidos de ratones mutantes 
comparando con los animales controles (Figura 14 C). Inmunotinciones de GFRα1 en 
neuronas hipocampales disociadas obtenidas a partir de ratones cKO evidenciaron la 
deleción de GFRα1 en estas células. Para ello realizamos inmunotinciones de GFRα1 
en neuronas hipocampales disociadas obtenidas a partir de ratones cKO  y wt. Las 
neuronas wt las transfectamos con plásmido codificante para GFP para poder seguir 
sus cuerpos y árboles dendríticos debido a que las neuronas cKO ya expresaban GFP 
por estar recombinadas. Fijamos las células y las teñimos con anticuerpo anti-GFRα1 y 
anti-GFP, para estudiar los niveles de expresión endógenos de GFRα1. Como se 
observa en la figura 14 D, las neuronas wt presentaron marca de GFRα1 en las 
dendritas mientras las neuronas cKO no.  
No se observaron diferencias evidentes en la organización hipocampal entre ratones 
control y ratones cKO (Figura 14 E). Así mismo, no se encontraron cambios en la 
densidad neuronal de las distintas áreas del hipocampo cuantificadas por tinción con 
anticuerpos anti NeuN, específico de neuronas, indicando que GFRα1 no es requerido 






Figura 14: Perdida de expresión de GFRα1 en ratones condicionales para GFRα1 en el cerebro anterior.    
A) Esquema de la estrategia para la inactivación condicional de GFRα1 en el hipocampo de ratones 
condicionales para GFRα1. En el primer exón codificante del gen de GFRα1 se insertó una secuencia 
compuesta del ADNc de GFRα1 flanqueado por sitios Flox seguido del ADNc de GFP. La expresión de Cre 
se encuentra mediada bajo el promotor de Emx1. Cuando Cre se expresa interactúa con las secuences 
Lox-P  y elimina el casete flanqueado por estas secuencias, generando de esta manera un alelo GFP 
knock-in (GFRα1 deficiente). B) Fotomicrografias de cortes coronales de hipocampo de ratones P15 
condicionales para GFRα1 cruzados con ratones que expresan Cre bajo el promotor de Emx1. Se observa 
la expresión de GFP en las áras CA1 y CA3. Escala: 200 µm. El área marcada con línea punteada 
ejemplifica una subárea de CA1 en donde se pueden observar las neuronas piramidales teñidas con GFP y 
sus árboles dendriticos. Escala: 20 µm. C) Western Blot de homogenato de hipocampo de ratones wt 
(Control) y cKO. Las membranas fueron incubadas con anticuerpo anti-GFRα1 y anti-Neurofilamento (NF-
M) como control de carga. D) Fotomicrografías de neuronas hipocampales de ratón cKO y wt (Control) 
mantenidas in vitro por 10 días, transfectadas con plásmido que codifica para GFP, fijadas y teñidas con 
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anticuerpo anti-GFRα1. Las flechas indican espinas dendríticas con tinción de GFRα1.  Escala: 2 µm. E) 
Fotomicrografías de secciones coronales de cerebros de ratones de 15 días postnatales wt (Control) y cKO 
teñidos con anticuerpo anti-NeuN y tinción nuclear DAPI. Escala: 200 µm. 
 
Con el objetivo de confirmar el rol de GFRα1 el desarrollo de espinas dendríticas 
inducidas por GDNF observados en cultivos hipocampales interferidos con shARN-
GFRα1 llevamos a cabo ensayos cultivando neuronas hipocampales aisladas de 
ratones cKO. Para ello cultivamos neuronas hipocampales de ratones cKO y wt de 
GFRα1 y las transfectamos con plásmido codificante para GFP. Las neuronas fueron 
estimuladas  con GDNF por 48 hs, luego fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP para 
lograr niveles similares en la fluorescencia de las espinas dendríticas. Por microscopía 
confocal de fluorescencia analizamos las espinas dendríticas y, como se ve en la Figura 
15 A y B, el número de espinas dendríticas en las neuronas cKO con respecto a las wt 
fue significativamente menor, aun cuando los cultivos fueron estimulados con GDNF. 
Sin embargo, cuando las neuronas hipocampales cKO fueron transfectadas con un 
vector plasmídico codificante para GFRα1-HA observamos que el fenotipo se revertió y 
que la densidad de espinas dendríticas alcanzó valores similares a las de las neuronas 
provenientes de los animales control (Figura 15 B). 
En conjunto, estos datos evidencian la importancia del co-receptor de GDNF, 
GFRα1, en los procesos espinogénicos en el hipocampo. Nuestros resultados 
demuestran tanto por ensayos de pérdida de función con vectores de interferencia 
como a través de neuronas hipocampales de ratones condicionales en GFRα1, que 
este receptor es crítico y necesario para mediar los efectos sinaptogénicos inducidos 





Figura 15: Neuronas provenientes de ratones condicionales en GFRα1 presentan déficits en el número 
de espinas dendríticas in vitro. A) Fotomicrografías de neuronas de ratón cKO y wt (Control) mantenidas 
en cultivo por 10 días,  co-transfectadas con GFP más plásmido control o GFRα1-HA, y estimuladas por 
48hs con GDNF (100 ng/ml). Las neuronas fueron fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. Las flechas 
señalan espinas dendríticas. Escala: 5 µm. B) Cuantificación de los resultados descriptos en A. Se indica el 
número de espinas dendríticas a lo largo de 100 µm de longitud. El resultado representa promedio ± SEM 
de un experimento representativo. **p<0,01, ANOVA seguida de post-test Newman keuls. 20 neuronas 
fueron analizadas por tratamiento. El ensayo se realizo por triplicado. 
 
GFRα1 es necesario in vivo para los procesos sinaptogénicos en el hipocampo 
 
Con el objetivo de estudiar la contribución de GFRα1 en la formación de 
contactos sinápticos in vivo, investigamos los niveles de proteínas postsinátpicas en 
fracciones de PSD aisladas de hipocampos de animales cKO y wt. Para ello realizamos 
fraccionamiento subcelular de hipocampos de ratones cKO y wt de 15 días postnatales, 
aislamos la densidad postsináptica y analizamos por immunoblot los niveles de 
proteínas de Homer1 y de la subunidad R1 del receptor de NMDA en el homogenato 
total y en la PSD de estos genotipos. Como se puede observar en la figura 16, los 
niveles detectados de Homer1 y NMDAR1 en los homogenatos totales fueron similares 
tanto en ratones cKO como wt, sin embargo el análisis de las fracciones PSD reveló 
una disminución significativa de aproximadamente 30% en ambas proteínas 




Figura 16: GFRα1 es requerido in vivo para la maduración postsináptica en el hipocampo. A) Western 
Blot de homogenato total (total) y de densidad postsináptica (PSD) de hipocampos de ratones cKO y wt 
(Control) para GFRα1 de 15 días postnatal. Se analizaron los niveles de proteínas postsinápticas Homer1 y 
NMDAR1. Experimento representativo realizado por triplicado. B) Gráfico que muestra la relación en los 
niveles de proteína de Homer1 y NMDAR1 entre los animales cKO y wt (Ctrl) tanto para el homogenato 
total como para la densidad postsináptica. *p<0,05; **p<0,01, Student´s Test.  El resultado representa 
promedio ± SEM de tres animales de cada genotipo. 
 
Para extender estos resultados, llevamos a cabo estudios de  distintos 
parámetros morfométricos de la sinapsis por  microscopía electrónica de transmisión de 
ratones cKO y wt para GFRα1 de P15. Analizamos el número de sinapsis por cada 100 
µm², el tamaño de la densidad postsináptica respecto al área de la espina dendrítica y 
el ancho del espacio sináptico.  Para una mejor comprensión del efecto de GFRα1 en la 
formación de sinapsis en el hipocampo decidimos estudiar estos parámetros 
discriminando las subáreas del hipocampo: CA1, CA3 y GD (Figura 17 D, 18 D y 19 D). 
Aunque cada área presenta diferencias con las restantes en los tipos neuronales que la 
componen y las áreas con las que se conectan pudimos observar que el número de 
sinapsis en las tres áreas se vio significativamente disminuida en los animales cKO con 
respecto a los controles (Figura 17 A, 18 A y 19 A). Este resultado confirma los 
resultados obtenidos en ensayos de pérdida de función de la proteína GFRα1 in vitro en 
neuronas hipocampales, tanto por el shARN-GFRα1 como en ratones condicionales. 
Con respecto al estudio del área de la densidad postsináptica se observó una 
disminución significativa de este parámetro en ratones cKO en comparación con los 
animales control en las áreas CA1 y GD mientras que no pudimos ver esta diferencia 
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en el área CA3 (Figura 17 B, 18 B y 19 B). Este resultado está de acuerdo  a los 
resultados obtenidos en los ensayos de  sobreexpresión de GFRα1 in vitro en neuronas 
hipocampales, donde se observó un aumento en el reclutamiento de proteínas 
postsinápticas en las espinas dendríticas (como Homer1 y NMDAR1). El área CA3 
presenta un nuevo interrogante debido a que no se encontraron diferencias 
significativas en esta región, posiblemente pueda producirse una compensación in vivo 
mediada por GFRα2, que se encuentra levente expresada en el hipocampo a edades 
postnatales y puede unirse a GDNF con baja afinidad. Finalmente analizamos el ancho 
del espacio sináptico; en una sinapsis excitatoria de la corteza o el hipocampo el ancho 
promedio es cercano a 20 nm. Pudimos observar un aumento en el ancho de la 
hendidura sináptica tanto para CA1, CA3 y GD en los animales deficientes para GFRα1 
respecto de los animales control (Figura 17 C, 18 C y 19 C). Este dato es coherente con 
la falta de una molécula de adhesión en la sinapsis requerida para la unión de los 
terminales pre y postsinápticos como lo es GFRα1.   
Los resultados in vivo obtenidos por microscopia electrónica como por Western 
Blot de animales deficientes en GFRα1 indicaron que GDNF y GFRα1 son requeridos 
para la formación de los contactos sinápticos en el hipocampo y que cumplen un rol 




Figura 17: Ratones GFRα1 condicionales presentan déficits en el desarrollo sináptico del área 
hipocampal CA1. A) Fotomicrografía de sinápsis cKO y wt (Control) por microscopia electrónica del área 
CA3. La espina dendrítica se muestra en verde, axón en violeta. Escala 100 nm. B) Gráfico que muestra la 
cuantificación del número de sinapsis por cada 100 µm² de animales cKO y wt (Ctrl) en CA1. El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. ***p<0,0001, Student´s Test. Se cuantificaron 
10 áreas de 100 nm² por genotipo. C) Gráfico que muestra la cuantificación del área de la densidad 
postsináptica (PSD) en relación al área de la espina dendrítica de animales cKO y wt (Ctrl). El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. ***p<0,0001, Student´s Test. Se cuantificaron 
30 espinas por animal por genotipo. D)  Gráfico que muestra la cuantificación del ancho del espacio 
sináptico en nanómetros de sinápsis wt (Ctrl) y cKO. E El resultado representa promedio ± SEM de tres 






Figura 18: Ratones GFRα1 condicionales presentan déficits en el desarrollo sináptico del área 
hipocampal CA3. A) Fotomicrografía de sinápsis cKO y wt (Control) por microscopia electrónica del área 
CA3. La espina dendrítica se muestra en verde, axón en rosa. Escala 100 nm. B) Gráfico que muestra la 
cuantificación del número de sinapsis por cada 100 µm² de animales cKO y wt (Ctrl). El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. ***p<0,0001, Student´s Test. Se cuantificaron 
10 áreas de 100 nm² por genotipo. C) Gráfico que muestra la cuantificación del área de la densidad 
postsináptica (PSD) en relación al área de la espina dendrítica de animales cKO y wt (Ctrl). El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. Se cuantificaron 30 espinas por animal por 
genotipo. D)  Gráfico que muestra la cuantificación del ancho del espacio sináptico en nanómetros de 
sinápsis wt (Ctrl) y cKO. E El resultado representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. 






Figura 19: Ratones GFRα1 condicionales presentan déficits en el desarrollo sináptico del área 
hipocampal GD. A) Fotomicrografía de sinápsis cKO y wt (Control) por microscopia electrónica del área 
GD. La espina dendrítica se muestra en amarillo, axón en rosa. Escala 100 nm. B) Gráfico que muestra la 
cuantificación del número de sinapsis por cada 100 µm² de animales cKO y wt (Ctrl). El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. *p<0,05, Student´s Test. Se cuantificaron 10 
áreas de 100 nm² por genotipo. C) Gráfico que muestra la cuantificación del área de la densidad 
postsináptica (PSD) en relación al área de la espina dendrítica de animales cKO y wt (Ctrl). El resultado 
representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. Se cuantificaron 30 espinas por animal por 
genotipo. D)  Gráfico que muestra la cuantificación del ancho del espacio sináptico en nanómetros de 
sinápsis wt (Ctrl) y cKO. El resultado representa promedio ± SEM de tres animales por genotipo. 
**p<0,001, Student´s Test. Se cuantificaron 30 sinapsis por animal por genotipo. 
  
NCAM-180 media los efectos sinaptogénicos en la membrana postsináptica 
inducidos por GDNF 
 
Debido a que el receptor GFRα1 está unido a membrana plasmática a través de 
uniones GPI y por este motivo es incapaz de inducir la señalización intracelular una vez 
unido a su ligando GDNF, decidimos estudiar qué molécula podría estar actuando como 
receptor de este complejo en la sinapsis.  
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Resultados previos indican que el receptor de señalización tirosina quinasa de 
GDNF, Ret,  está ausente o se expresa a niveles muy bajos en las distintas áreas 
hipocampales, mientras que el receptor de señalización NCAM se expresa en altos 
niveles en esta estructura (Trupp et al., 1997, Ledda et al., 2007). De la misma forma 
que el ARNm de GFRα1 y GDNF que aumentan en el hipocampo en las primeras 
semanas postnatales en roedores, el ARNm de NCAM también lo hace. Previamente 
ha sido descripto que la isoforma de NCAM-140 media en parte los efectos 
presinápticos  inducidos por GDNF en neuronas hipocampales. Teniendo en cuenta 
estos datos decidimos analizar si la isoforma de NCAM-180, que se expresa 
principalmente en la postsinapsis (Persohn et al., 1989), podría actuar como un 
receptor para el complejo GDNF/GFRα1 en las espinas dendríticas de neuronas 
hipocampales. Con el objetivo de determinar si la isoforma NCAM-180 media los 
efectos sinaptogénicos inducidos por GDNF y GFRα1 co-transfectamos neuronas 
hipocampales de rata de 16 días in vitro con: plásmido que expresa GFP y (i) vector 
control o (ii) plásmido que sobreexpresa NCAM180. Las neuronas fueron estimuladas o 
no con GDNF y fijadas a las 48hs. Las neuronas se tiñeron con anticuerpo anti-GFP y 
las imágenes fueron analizadas por microscopia confocal. Observamos que la 
sobrexpresion de NCAM-180 induce un aumento en la densidad de espinas dendríticas, 
pero que a su vez la presencia de GDNF potencia este efecto (Figura 20 A y B). Este 
experimento evidencia que la diferenciación postsináptica mediada por NCAM-180 es 
incrementada en presencia de GDNF. 
Para analizar si la isoforma de NCAM-180 podría estar actuando como un 
mediador para el complejo GDNF/GFRα1 decidimos analizar la formación de espinas 
sinápticas en presencia de GDNF pero eliminando la expresión de NCAM. Para ello 
utilizamos secuencias de interferencia del ARNm de NCAM. La eficiencia de distintas 
secuencias de interferencia fueron analizadas por Western Blot. Para ello co-
transfectamos células MN1 con plásmido que expresa NCAM-HA más vector control o 
diferentes vectores de interferencia de NCAM (Figura 20 C). Se observó una 
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disminución drástica en los niveles de expresión de NCAM para todas las secuencias 
de interferencia utilizadas, por lo cual decidimos continuar nuestros estudios utilizando 
el vector de interferencia “a” de NCAM (shARNa-NCAM). Para determinar que la 
expresión de los vectores de interferencia de NCAM no interfería la expresión de 
GFRα1 co-transfectamos neuronas hipocampales con (i) un vector de interferencia 
control (shARN-Control), (ii) con shARN-Control junto con plásmido que codifica para 
GFRα1-HA o (iii) con el vector de interferencia de NCAM (shARNa-NCAM) junto con 
plásmido codificante para GFRα1-HA. Luego de 48hs, las células fueron fijadas y 
teñidas con anticuerpo anti-GFP y anti-HA, de manera de evaluar  la expresión de 
GFRα1. Como se observa en la figura 20 D la expresión de GFRα1-HA no fue 
interferida por ninguno de los tratamientos. Para estudiar si efectivamente NCAM media 
los efectos espinogénicos inducidos por GDNF/GFRα1, interferimos la expresión de 
NCAM con shARN-NCAM en células que sobreexpresan GFRα1 mantenidas en 
presencia o ausencia de GDNF. Para ello, co-transfectamos neuronas hipocampales de 
rata cultivadas in vitro por 16 días con: (i) shARN-control-GFP, (ii) plásmido shARN-
control-GFP más plásmido codificante para GFRα1-HA y (iii) shARN-NCAM-GFP más 
plásmido codificante para GFRα1-HA. Las neuronas fueron estimuladas en presencia o 
ausencia de GDNF por 48hs, fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. El número de 
espinas dendríticas para cada tratamiento fue analizado por microscopía confocal y 
pudimos observar que en el tratamiento donde la expresión de NCAM se encuentra 
interferida pero GFRα1 esta sobreexpresado el número de espinas dendríticas no se 
incrementa en respuesta a la presencia de GDNF (Figura 20 E y F).  
Estos resultados indican claramente que NCAM no solo funciona como una 
molécula de adhesión sino que también media los procesos sinaptogénicos inducidos 
por GDNF/GFRα1 en neuronas hipocampales, actuando como un mediador de ese 
complejo. Debido a que estos resultados son célula específico, ya que analizamos la 
formación de espinas solo en aquellas neuronas con GFP y considerando que los 
axones que las contactan no poseen GFP, es decir que no están interferidos, podemos 
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concluir que la isoforma NCAM-180, presente mayoritariamente en la membrana 
postsináptica es responsable de mediar los efectos espinogénicos inducidos por GDNF 
en neuronas hipocampales. 
 
 
Figura 20: NCAM-180 es requerido para mediar los efectos espinogénicos inducidos por GDNF en la 
membrana postsináptica. A) Fotomicrografía de neuronas hipocampales de rata transfectadas a los 16 
días in vitro con GFP y plásmido control o NCAM-180. Las neuronas fueron estimuladas o no con GDNF 
(100 ng/ml) por 48hs, fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. Las flechas señalan espinas dendríticas. 
Escala: 3 µm. B) Gráfico que muestra la cuantificación del número de espinas dendríticas a lo largo de 100 
µm de longitud para cada uno de los tratamientos descriptos en A. El resultado representa promedio ± 
SEM de un experimento representativo. *p<0,05, ***p<0,001 ANOVA seguida de post-test Newman 
keuls. 20 neuronas fueron analizadas por tratamiento. El experimento se repitio 3 veces con resultados 
similares. C) Análisis por Western Blot de homogenatos de células MN1 co-transfectadas con GFRα1-HA 
con plásmido control o junto a cada uno de los vectores de interferencia de NCAM indicados en la figura. 
La membrana fue revelada con anticuerpo anti-HA para estudiar los niveles de expresión de NCAM y  
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anti- βIII-Tubulina como un control de carga. D) Fotomicrografias de neuronas hipocampales de rata de 
10 días in vitro co-transfectadas con plásmido de interferencia control que expresa GFP (shARN-Control), 
shARN-Control más GFRα1-HA o shARNa-NCAM junto a GFRα1-HA. Luego de 48hs las neuronas fueron 
fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP y anti-HA. Las flechas señalan espinas dendríticas teñidas con 
HA. Escala: 2 µm.  E) Fotomicrografía de neuronas hipocampales de rata transfectadas a los 16 días in 
vitro con los siguientes plásmidos: (i) shARN-Control, (ii) shARN-Control más GFRα1-HA o (iii) shARN-
NCAM más GFRα1-HA. Las neuronas fueron estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48hs, fijadas y 
teñidas con anticuerpo anti-GFP. Escala: 3 µm. F) Gráfico que muestra la cuantificación del número de 
espinas dendríticas a lo largo de 100 µm de longitud para cada uno de los tratamientos descriptos en E. El 
resultado representa promedio ± SEM de un experimento representativo. ***p<0,001 ANOVA seguida de 
post-test Newman keuls. 20 neuronas fueron analizadas por tratamiento. El experimento se repitió 3 




























El desarrollo de los contactos sinápticos es un proceso altamente regulado por 
una variedad de factores que actúan en forma sinérgica. Durante los procesos 
sinaptogénicos se desarrollan numerosas uniones sinápticas que luego son modeladas 
por la actividad eléctrica, por factores solubles y por factores intrínsecos pre y 
postsinápticos. Estos mecanismos de regulación refuerzan los contactos sinápticos o 
los eliminan, de modo que se mantengan sólo las sinapsis necesarias.  Se conoce que 
la falla en la regulación de estos mecanismos pueden causar patologías durante el 
neurodesarrollo como retardo mental y autismo (McAllister, 2007, Südhof and Malenka, 
2008). A su vez  existen evidencias que relacionan estos patrones de conectividad 
aberrantes con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer 
(Haass and Selkoe, 2007). En este trabajo hemos demostrado que el Factor 
Neurotrófico Derivado de la Glia, GDNF, induce a través de su receptor de membrana, 
GFRα1, la formación y maduración de contactos sinápticos en neuronas hipocampales. 
Hemos caracterizado el rol de GDNF como una molécula sinaptogénica que participa 
en el establecimiento de contactos glutamatérgicos y su función in vivo, modulando el 
número y morfología de las sinapsis excitatorias en el hipocampo. 
GFRα1, una molécula moduladora de la sinapsis 
Se conoce que dentro de los factores solubles que median los procesos 
sinaptogénicos, los factores neurotróficos cumplen un rol central en el establecimiento 
de nuevas sinapsis y su posterior maduración. En el hipocampo  Ledda y colaboradores 
describieron una nueva función del Factor Neurotrófico Derivado de la Glia (GDNF) 
como molécula sinaptogénica  (Ledda et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo a 
través del cual GDNF inducía los procesos sinaptogénicos era distinto a lo conocido 
previamente para los factores solubles. Demostraron que el receptor de GDNF, GFRα1, 
se encontraba tanto en la membrana pre y postsináptica y que en presencia de GDNF 
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los receptores se unían trans-homofilicamente permitiendo la adhesión sináptica. Este 
nuevo mecanismo, abrió un nuevo campo de estudio en los procesos sinaptogénicos ya 
que combina la función de los factores solubles sobre la actividad de las moléculas de 
adhesión. Debido a que este mecanismo requiere de la coordinación de varias 
moléculas, la adhesión celular se encuentra regulada no solo por la expresión de los 
receptores en la membrana sino también por la disponibilidad del ligando. Es por este 
motivo que la unión homofílica entre dos moléculas de GFRα1 podía estar regulada por 
la liberación de GDNF dependiente de la actividad neuronal. Este mecanismo se ha 
estudiado en casos de actividad convulsiva (Airaksinen and Saarma, 2002, Kokaia et 
al., 1999, Kanter-Schlifke et al., 2007), en procesos de lesiones isquémicas (Miyazaki et 
al., 2001) y en lesiones en nervios periféricos (Xu et al., 2013), en donde se genera un 
incremento en los niveles de GDNF liberado específicamente por las células de 
Schwann. Hoy en día se conocen otras moléculas que señalizan de esta manera, como 
es el caso del ligando Cerebelina que media la unión de GluRδ2 y Neurexina en el 
cerebelo (Uemura et al., 2010).  
En condiciones fisiológicas la liberación endógena de GDNF en el hipocampo 
está a cargo de las células de la glia, principalmente por los astrocitos que envuelven 
las sinapsis y también por las propias neuronas. Durante las primeras semanas 
postnatales en roedores se ha evidenciado un incremento en los niveles de expresión 
de GDNF en el hipocampo, período que correlaciona con la máxima actividad 
sinaptogénica en esta estructura (Ledda et al., 2007). En 2007 Ledda y colaboradores 
demostraron que el complejo GDNF/GFRα1 promueve la maduración presináptica en 
neuronas hipocampales (Ledda et al., 2007). En esta tesis hemos profundizado el 
conocimiento sobre el rol de este complejo durante el desarrollo hipocampal logrando 
identificar que GFRα1 junto a GDNF promueven procesos espinogénicos en neuronas 
hipocampales y la maduración postsináptica de estos contactos (Figura 8 y 9). 
Demostramos mediante microscopia electrónica que ratones condicionales en GFRα1 
presentan una disminución en el número de sinapsis totales en las áreas hipocampales 
79 
 
CA1, CA3 y GD respecto de animales control y que poseen alteraciones en los 
parámetros sinápticos, como en el área de la densidad postsináptica o inclusive en el 
tamaño de la brecha sináptica (Figura 17, 18 y 19). Más aun, pudimos evidenciar una 
disminución en los niveles de proteína de Homer1 y NMDAR1 en la postsinapsis de 
ratones condicionales para GFRα1 respecto de animales wt (Figura 16). Estos datos 
concuerdan con los datos obtenidos in vitro y fortalecen la idea de que GDNF junto a su 
receptor en las sinapsis hipocampales se comportan como un complejo sinaptogénico y 
modulador de la maduración sináptica.  
 
Déficits en GDNF y GFRα1 se encuentran asociados a numerosas neuropatologías 
 
Se ha descripto que ratones transgénicos que sobreexpresan GDNF en músculo 
esquelético presentan hiperinervación de la unión neuromuscular, con placas 
neuromusculares de morfología anormal (Nguyen et al., 1988). Se propone que GDNF 
induce esta inervación adicional promoviendo la ramificación de los terminales 
sinápticos oponiéndose al proceso biológico de eliminación de sinapsis múltiples que se 
da en la unión neuromuscular durante el desarrollo. Estos resultados indican el rol de 
GDNF en las neuronas motoras postnatales, promoviendo la ramificación de las 
mismas y generando nuevos contactos sinápticos durante el desarrollo. 
Análisis del rendimiento cognitivo en animales transgénicos deficientes en 
GFRα2, el receptor de Neurturina, evidenció un deterioro significativo en el test de 
condicionamiento del miedo contextual y las pruebas de aversión condicionada al 
sabor, poniendo en evidencia el rol de GFRα2 en la resolución de tareas de aprendizaje 
complejas (Võikar et al., 2004). Se ha reportado que ratones adultos heterocigotas para 
GDNF presentan alteraciones cognitivas relacionadas al sistema nigroestriatal. Si bien 
se demostró que déficits en los niveles de GDNF no altera la viabilidad de esta vía 
dopaminérgica, condujo a un deterioro significativo en el rendimiento del test de 
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laberinto de agua de Morris, evidenciando un rol clave de GDNF en el desarrollo de 
habilidades cognitivas (Gerlai et al., 2001). Así mismo, estudios en la inervación 
sensorial en estos animales evidenció una pérdida en el número de mecanoreceptores 
mielinizados que contactaban con su tejido blanco, esto es debido a la falta de soporte 
neurotrófico requerido en el crecimiento neurítico y sobrevida neuronal (Fundin et al., 
1999).  
En base a estas evidencias y los datos obtenidos en esta tesis sobre el rol de 
GDNF y GFRα1 en el desarrollo de la conectividad neuronal, consideramos relevante 
continuar profundizando el estudio sobre los mecanismos de acción de este complejo 
en el hipocampo debido a que la mayoría de los procesos biológicos que se dan 
durante el desarrollo pueden activarse nuevamente frente a una injuria o en procesos 
regenerativos o neurogénicos en el adulto.  
 
NCAM-180 como mediador de los efectos postsinápticos inducidos por GDNF/GFRα1 
  Numerosos estudios han evidenciado la expresión de GFRα1, GDNF y NCAM 
pero no del receptor Ret en el hipocampo (Trupp et al., 1997). Se ha observado un 
aumento sustancial en la expresión del ARNm de estas proteínas en el hipocampo 
durante las primeras semanas postnatales en roedores (Ledda et al., 2007), período en 
el cual ocurren la mayoría de los procesos sinaptogénicos. El estudio de NCAM como 
un receptor alternativo en los tejidos en donde la expresión de Ret está disminuida ha 
permitido ampliar el conocimiento sobre el rol de GDNF durante el desarrollo del 
sistema nervioso. Durante los últimos años diversos autores han evidenciado el rol de 
NCAM como mediador de las señales disparadas por GDNF en ausencia de Ret. Se ha 
comprobado que a través de NCAM, GDNF promueve la migración de células de 
Schwann y el crecimiento axonal de neuronas hipocampales y corticales (Paratcha et 
al., 2003) y más recientemente se demostró que GDNF actúa en forma conjunta con 
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NCAM en la regulación del guiado de axones comisurales (Charoy et al., 2012) y en el 
desarrollo de neuritas en neuronas del ganglio espiral coclear postnatal a través de la 
vía de MAPK y PI3K (Euteneuer et al., 2013). 
En el presente trabajo hemos demostrado que los efectos espinogénicos y de 
maduración sináptica promovidos por GDNF y GFRα1 en neuronas hipocampales son 
mediados a través de la isoforma de NCAM-180, que se encuentra principalmente en la 
membrana postsináptica (Hinsby et al., 2004), actuando como un mediador de este 
complejo en el hipocampo (Figura 20).  
Extensa es la bibliografía que indica que en el hipocampo NCAM cumple un rol 
clave en los procesos de formación de sinapsis y en los mecanismos de plasticidad 
sináptica (Cremer et al., 1997, Dityatev et al., 2000, Seki and Rutishauser, 1998). Se ha 
evidenciado que ratones deficientes en NCAM presentan un deterioro en la memoria 
espacial (Cremer et al., 1994) así como una disminución en los niveles de LTP (Long 
Term Potentiation) en neuronas piramidales de las áreas CA1 y CA3 in vitro (Cremer et 
al., 1998, Muller et al., 1996).  Más aun en seres humanos, se ha estudiado que 
mutaciones en el gen de NCAM y su expresión y procesamiento anormal están 
relacionados con trastornos afectivos bipolares y esquizofrenia (Brennaman and 
Maness, 2010, Sullivan et al., 2007, Vawter et al., 2000b, Vawter et al., 2000a, Vawter 
et al., 1999). Basados en nuestros resultados, proponemos que estos efectos mediados 
por NCAM podrían ser modulados por GNDF/GFRα1. 
 La formación de nuevos contactos sinápticos es el resultado de la participación 
sinérgica de numerosos factores sinaptogénicos (Mishra et al., 2014, Siddiqui and 
Craig, 2011). Aun no se conoce si las moléculas de adhesión funcionan de una manera 
conjunta o si lo hacen de una manera secuencial. En función de los datos obtenidos en 
esta tesis, proponemos que la unión trans-homofílica de GFRα1 inducida por su ligando 
GDNF, entre la membrana pre y postsináptica, sería el disparador de la interacción 
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entre distintas moléculas de adhesión, contribuyendo a la consolidación del nuevo 
contacto generado. De esta manera el complejo GDNF/GFRα1 podría iniciar el contacto 
sináptico en forma controlada por la disponibilidad del ligando, permitiendo la 
interacción de otras moléculas de adhesión para coordinar el desarrollo de nuevos 
contactos sinápticos y la maduración de neuronas hipocampales en forma dependiente 





































 Los árboles dendríticos son estructuras exclusivas de las células neuronales, 
están especializados en la conectividad neuronal y la recepción de los impulsos 
nerviosos. Estas estructuras difieren de los axones tanto morfológicamente como 
funcionalmente. Un árbol dendrítico está formado por un gran número de dendritas 
mientras que las proyecciones axonales son únicas. Las dendritas contienen 
estructuras especializadas para la recepción de los estímulos (como los filopodios y las 
espinas dendríticas), en contraposición, los axones aun cuando forman sinapsis axo-
axonicas no contienen estructuras especializadas para la recepción de estímulos. 
Desde el soma los axones tienden a poseer el mismo diámetro hasta el cono axonal 
mientras que los diámetros de las dendritas suelen ser más anchos cerca del soma y se 
afinan a medida que se alejan. La morfología de los árboles dendríticos suele ser muy 
compleja y depende del tipo neuronal, por ejemplo, las neuronas glutamatérgicas 
piramidales de la corteza e hipocampo por lo general presentan un dominio dendrítico 
apical, de mayor tamaño, y una o más dendritas basales de tamaño menor. En 
contraposición, otros tipos neuronales como las neuronas GABAérgicas de Purkinje, 
que se encuentran en el cerebelo, poseen un único árbol dendrítico muy complejo 
altamente ramificado.  
 Según la teoría sinaptotrófica desarrollada por Vaughn en 1988 el desarrollo 
de los árboles dendríticos depende de la actividad sináptica y de las señales 
extracelulares del ambiente que lo rodea, así los contactos sinápticos son en parte 
responsables de la estabilización de las dendritas. En términos generales, la hipótesis 
sostiene que durante el desarrollo de una neurona los árboles dendríticos crecen 
censando el entorno, este crecimiento aumenta la probabilidad de encuentro con 
axones vecinos. Las nuevas sinapsis que se formen activarán vías de señalización 
intracelular que serán las responsables de moldear el crecimiento del árbol dendrítico o 
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su retracción, ya que las dendritas crecerán hacia zonas de mayor enriquecimiento 
axonal y se retraerán de aquellas empobrecidas (Henrikson and Vaughn, 1974, Vaughn 
et al., 1988). De esta manera ambos mecanismos se regulan mutuamente durante el 
crecimiento neuronal. Existen diversos estudios experimentales que apoyan esta teoría, 
por ejemplo en el desarrollo de la corteza se ha visto que el aumento de la complejidad 
de los árboles dendríticos y de las espinas en estadios postnatales están relacionados 
directamente con la llegada de las aferencias axonales (Cline and Haas, 2008). 
También se ha observado en cultivos primarios de neuronas hipocampales que la 
estimulación eléctrica resulta en un aumento de la transmisión sináptica prolongada a 
largo plazo, también conocido como potenciación a largo plazo o LTP (Long-Term 
Potentiation) y en el número de espinas dendríticas y complejidad dendrítica (Matsuzaki 
et al., 2004, Engert and Bonhoeffer, 1999). El crecimiento dendrítico dependiente de 
actividad es mediado por vías de señalización intracelular, entre ellos la vía de calcio, 
que a su vez activan numerosos factores de transcripción como CREB, CREST y 
NeuroD. No existen muchos estudios que demuestren de qué forma estos factores 
controlan el desarrollo de las dendritas, aunque sí se ha probado que CREB regula la 
expresión de BDNF y WNT-2, ambas moléculas con funciones conocidas en promover 
el crecimiento y la ramificación dendrítica (Konur and Ghosh, 2005). En particular el rol 
que cumple BDNF en los procesos dendritogénicos es de gran relevancia ya que es 
una de las principales neurotrofinas que se expresan durante el desarrollo de la corteza 
y el hipocampo. Numerosos estudios han demostrado que BDNF actúa promoviendo la 
ramificación de los árboles dendríticos y la formación de dendritas primarias en 
neuronas piramidales. Esta función es llevada a cabo mediante la unión de esta 
neurotrofina a su receptor TrkB que activa las vías  de señalización intracelular PI3K y 






Árboles dendríticos de neuronas piramidales  
  
 Las neuronas piramidales se encuentran principalmente en la corteza 
cerebral, el hipocampo y la amígdala; estas son estructuras relacionadas 
principalmente con funciones cognitivas avanzadas como la formación y consolidación 
de diferentes tipos de memoria, la percepción de estímulos y desarrollo de actividades 
cognitivas como el lenguaje. Las neuronas piramidales reciben su nombre debido a la 
morfología de su cuerpo celular característico con forma de triángulo. Los árboles 
dendríticos de las neuronas piramidales poseen dos dominios principales: el dominio 
basal y el dominio apical, que descienden desde la base y el ápice del soma 
respectivamente (Figura 21) (Spruston, 2008). Todas las neuronas piramidales se 
caracterizan por contener varias dendritas basales que son de tamaño pequeño y una 
dendrita apical de mayor tamaño que posee numerosas bifurcaciones. Aunque todas 
las neuronas piramidales mantienen esas características principales, la morfología 
específica de cada árbol dendrítico depende de la zona del cerebro en donde se 
encuentra (Spruston, 2008). Las neuronas de CA3 tienden a ser más grandes que las 
de CA1 mientras que dentro de las distintas capas de la corteza también se encuentran 
disimilitudes, además dentro de distintas especies hay diferencias, por ejemplo los 








Figura 21: Estructura de los diferentes tipos de neuronas hipocampales. Cada subtipo de neurona 
piramidal tiene un árbol dendrítico basal y uno apical, sin embargo existen diferencias considerables 
entre los distintos tipos de neuronas piramidales. Las neuronas de la capa V piramidal de la corteza 
poseen dendritas apicales más largas aunque menos ramificadas con respecto a las neuronas piramidales 
de las capas I y III. Las dendritas apicales de las neuronas piramidales del hipocampo de CA3 se bifurcan 
más cerca del soma de que lo hacen las neuronas piramidales del CA1, aunque las neuronas de esta área 
poseen árboles dendríticos más ordenados. Además las neuronas de CA3 presentan cerca del soma 
ramilletes de espinas (thorny excrescences), que no se encuentran en ninguna de las restantes neuronas 
piramidales. Todas las neuronas presentadas en esta figura son de rata exceptuando la neurona de la 
capa cortical II/III que es de conejo. (Adaptado de Spruston, 2008). 
 
 En este capítulo analizamos el rol de GDNF y GFRα1 en el modelado de los 
árboles dendríticos de neuronas hipocampales. Teniendo en cuenta que hemos 
demostrado que estas moléculas están involucradas en procesos sinaptogénicos en el 
hipocampo y basándonos en la teoría sinaptotrófica hemos estudiado in vitro e in vivo 












El complejo GDNF/ GFRα1 promueve un aumento en la complejidad de árboles 
dendríticos de neuronas hipocampales 
La teoría sinaptotrófica sostiene que durante el desarrollo y crecimiento de los 
árboles dendríticos, las conexiones que se forman con los axones circundantes 
estabilizan determinadas proyecciones dendríticas mientas que retraen otras, 
modelando de esta manera el crecimiento correcto de los árboles dendríticos. Debido a 
que pudimos determinar que GFRα1 actúa como una molécula sinaptogénica en el 
hipocampo en presencia de GDNF y que se expresan durante las primeras semanas 
postnatales decidimos estudiar si podrían estar mediando también los procesos de 
crecimiento de los árboles dendríticos de las neuronas hipocampales. Para analizar si 
GDNF está implicado en el modelado de los árboles dendríticos realizamos cultivos 
celulares de neuronas hipocampales embrionarias (E17.5) que co-transfectamos a los 
16 días in vitro con plásmido codificante para la proteína verde fluroescente GFP y 
vector control o vector codificante para GFRα1-HA. Los cultivos fueron posteriormente 
estimulamos o no con GDNF  durante 48 hs, fijados y distintos parámetros 
morfológicos, como el largo total de las dendritas y el número de bifurcaciones, fueron 
analizados en estas neuronas. La complejidad de los árboles dendríticos fue estudiada 
realizando el análisis de Sholl que consiste en realizar círculos concéntricos de 
diámetro creciente desde el soma y cuantificar el número de intersecciones con las 
dendritas (Sholl, 1953). Como se puede analizar en la Figura 22 A y B las neuronas que 
sobreexpresaron GFRα1 y fueron estimuladas con GDNF presentaron un largo 
dendrítico significativamente mayor que las neuronas control. Más aun, el número de 
bifurcaciones de las dendritas aumentó en forma significativa en las neuronas tratadas 
con GFRα1 y GDNF con respecto a las neuronas control (Figura 22 C). Cuando 
realizamos el análisis de Sholl pudimos observar que el número de intersecciones de 
las dendritas con los círculos concéntricos era mayor en todos los puntos estudiados 
89 
 
para las neuronas que sobreexpresaban GFRα1 estimuladas con GDNF (Figura 22 D y 
E) respecto de las control.  
Estos parámetros evidenciaron que GDNF junto a su receptor GFRα1 no solo 
están implicados en la formación de nuevas sinapsis sino que promueven el 
crecimiento y complejidad de los árboles dendríticos de neuronas piramidales 
hipocampales. 
 
Figura 22: GDNF y GFRα1 promueven el crecimiento y complejidad de los árboles dendríticos de 
neuronas hipocampales. A) Fotomicrografías de neuronas hipocampales de rata co-transfectadas in vitro 
al día 16 con plásmido que expresa GFP más vector control (Control) o GFRα1-HA (GFRα1). Las neuronas 
fueron estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs, fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. Las 
primeras dos imágenes de cada tratamiento son dibujos representativos de la morfología neuronal 
observada, la tercer imagen de cada tratamiento corresponden a fotomicrografías representativas. 
Escala: 200µm. B) Gráfico que muestra la cuantificación del largo total de los árboles dendríticos de las 
neuronas descriptas en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. *p<0,05, 
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Student’s Test. C) Análisis del número de bifurcaciones de los árboles dendríticos por neurona de las 
neuronas descriptas en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. 
***p<0,001, Student’s Test. D) Gráfico del análisis de Sholl que muestra el número de intersecciones con 
las dendritas de las neuronas descriptas en A a distintas distancias respecto del soma. Se muestran los 
valores promedio ± SEM de un ensayo representativo.  **p<0,01,  ANOVA seguida de post-test Newman 
Keuls. E) Gráfico que muestra el número de intersecciones totales del análisis de Sholl para cada 
tratamiento (control y GFRα1 más GDNF). Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo. **p<0,01,  Student’s Test. Se cuantificaron 20 neuronas por cada análisis. Todos los 
ensayos fueron realizados por triplicado con resultados similares. 
 
GDNF es requerido para inducir los efectos dendritogénicos mediados por GFRα1 
 
Para determinar si los efectos dendritogénicos mediados por GFRα1 
observados en neuronas hipocamaples dependian de la unión al ligando GDNF, 
estudiamos que ocurría con los árboles dendríticos de neuronas que sobreexpresaban 
un mutante de GFRα1 (GFRα1-Δ161-HA) al cual le falta el dominio hélice-α del 
segundo dominio globular, el sitio de unión a GDNF, y que contiene la secuencia 
bandera HA. Este plásmido fue utilizado en el primer capítulo de esta tesis y se ha 
comprobado que se pliega y recluta en la membrana plasmática correctamente (Figura 
12). Neuronas hipocampales de rata fueron co-transfectadasa los 16 días in vitro con 
plásmido codificante para GFP y plásmido control, o construcciones codificantes para 
GFRα1-Δ161-HA o GFRα1-HA y posteriormente estimuladas o no con GDNF por 48 hs. 
A los 18 días in vitro las neuronas fueron fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP 
(Figura 23 A). Observamos que en presencia de GDNF se evidencia un aumento en el 
largo total de los árboles dendríticos de las neuronas que sobreexpresaron GFRα1 
respecto de aquellas que sobreexpresaron GFRα1 pero no fueron estimuladas con 
GDNF, indicando que el complejo GDNF/GFRα1 cumple un rol importante en el 
desarrollo de los árboles dendríticos hipocampales. Sin embargo, el largo total de los 
árboles dendríticos de las neuronas que expresaron la forma mutada de GFRα1 
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incapaz de unir GDNF no varió en presencia del ligando (Figura 23 B) indicando que el 
desarrollo dendrítico inducido por GFRα1 requiere la unión a GDNF. También 
analizamos la bifurcación de los árboles dendríticos y observamos un aumento 
significativo en el número de bifurcaciones en las células que sobreexpresan GFRα1 en 
presencia de GDNF. Este aumento fue suprimido en neuronas transfectadas con la 
forma mutante de GFRα1 (Figura 23 C). Finalmente, mediante el análisis de Sholl 
pudimos observar, en forma concordante con las evidencias previas, que mientras que 
las neuronas que expresaban GFRα1 y que fueron estimuladas con GDNF presentaron 
árboles dendríticos más complejos,  las neuronas que expresaron la forma mutada de 
GFRα1 estimuladas o no con GDNF no presentaron diferencias en la complejidad 
dendrítica (Figura 23 D y E).  
Estos datos indicaron que la interacción del complejo GDNF/GFRα1 es 




Figura 23: GDNF es requerido para inducir los efectos dendritogénicos mediados por GFRα1 en 
neuronas hipocampales. A) Dibujos (Paneles superiores) y fotomicrografías (Paneles inferiores) de 
neuronas hipocampales de rata co-transfectadas in vitro al día 16 con plásmido codificante para GFP y 
plásmido control, o GFRα1-Δ161-HA (GFRα1-ΔN161) o GFRα1-HA (GFRα1). Las neuronas fueron 
estimuladas o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs y luego fijadas. Escala: 200 µm. B) Gráfico que muestra 
la cuantificación del largo total de las dendritas de las neuronas tratadas como se indica en A. Se muestra 
los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo.  **p<0,01, ANOVA seguida de post-test 
Newman Keuls. C) Análisis del número de bifurcaciones de los árboles dendríticos por neurona de los 
cultivos tratados como se indica en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo.  **p<0,01, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. D) Análisis de Sholl de los árboles 
dendríticos de neuronas hipocampales tratadas como se indica en A. Se muestra los valores promedio ± 
SEM de un ensayo representativo. E) Gráfico que muestra el número de intersecciones totales del análisis 
de Sholl para cada tratamiento  del panel A. Se muestran los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo. **p<0,01, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. Se cuantificaron 20 neuronas por 




GFRα1 es requerido para mediar los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF 
Con el objetivo de determinar si el co-receptor de GDNF, GFRα1, es requerido 
para mediar los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF decidimos realizar 
experimentos para evaluar el crecimiento dendrítico interfiriendo la expresión de GFRα1 
endógeno. Para ello, neuronas hipocampales de rata mantenidas durante 15 días in 
vitro  fueron co-transfectadas con plásmido control que expresa GFP (Control) o con 
vectores que contienen secuencia de interferencia para GFRα1 (shARN-GFRα1-GFP), 
descriptos en el Capítulo 1. Los cultivos fueron mantenidos en presencia o ausencia de 
GDNF por 48hs, fijadas y distintos parámetros morfométricos fueron analizados (Figura 
24 A). Como se ve en la Figura 24 B no se observó un aumento en el crecimiento 
dendrítico en respuesta al GDNF en neuronas en las que la expresión de GFRα1 fue 
interferida (Figura 24 B). Tampoco se observó un aumento en el número de 
bifurcaciones de los árboles dendríticos en neuronas tratadas con shARN-GFRα1 con y 
sin GDNF (Figura 24 C). De la misma forma la complejidad dendrítica por el análisis de 
Sholl no reflejó un incremento en los cultivos tratados con shARN-GFRα1 estimulados o 
no con GDNF (Figura 24 D y E).  
En conjunto estos datos demuestran la importancia de GFRα1 para mediar los 




Figura 24: GFRα1 es requerido para mediar los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF en 
neuronas hipocampales. A) Dibujos (Paneles izquierda) y fotomicrografías (Paneles derecha) de neuronas 
hipocampales de rata co-transfectadas in vitro al día 15 con vector control (Control) o shARN-GFRα1-GFP 
(shARN-GFRα1). Los tratamientos fueron estimulados o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs, fijados y 
teñidos con anticuerpo anti-GFP. Escala: 200 µm. B) Gráfico que muestra la cuantificación del largo total 
de las dendritas de los tratamientos indicados en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo. **p<0,01, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. C) Análisis del número de 
bifurcaciones de los árboles dendríticos por neurona correspondiente a los tratamientos indicados A. Se 
muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. **p<0,01, ANOVA seguida de post-test 
Newman Keuls. D) Gráfico del análisis de Sholl correspondiente a los tratamientos indicados en A. Se 
muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. **p<0,01, ANOVA seguida de post-test 
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Newman Keuls. E) Gráfico que muestra el número de intersecciones totales del análisis de Sholl para cada 
tratamiento descripto en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. 
**p<0,01, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. Se cuantificaron 20 neuronas por cada análisis. 
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado con resultados similares. 
 
Con el objetivo de estudiar el rol de GDNF/GFRα1 en los procesos 
dendritogénicos hipocampales in vivo decidimos estudiar la morfología de árboles 
dendríticos de neuronas piramidales de ratones deficientes para GFRα1. Para ello 
trabajamos con ratones en los cuales la expresión de GFRα1 fue delecionada 
específicamente en el área de interés mediante el sistema Cre-LoxP. Los animales 
GFRα1 flox/flox fueron cruzados por animales Cre-Emx1 como fue descripto en el 
capítulo 1. La expresión de GFP en el hipocampo y los controles de pérdida de función 
de GFRα1 se encuentran representados en la figura 13 en el primer capítulo de esta 
tesis. Para analizar los parámetros morfométricos de los árboles dendrítico de las 
neuronas piramidales de las áreas CA1 y CA3 utilizamos ratones heterocigotas  
(GFRα1+/GFP) y deficientes en GFRα1 (GFRα1GFP/GFP) que expresan GFP luego que se 
ha producido la recombinación. 
De manera de estudiar el rol in vivo de GDNF y GFRα1 en las áreas 
hipocampales CA1 y CA3 analizamos por microscopia confocal la morfología de los 
árboles dendríticos de neuronas piramidales en secciones coronales de cerebros de 
ratones GFRα1+/GFP y GFRα1GFP/GFP de 15 días postnatal (Figura 25 A, 26 A). 
Analizamos por el método de Sholl la complejidad de los árboles dendríticos apicales y 
basales (Figura 25 B y C, 26 B y C). Observamos una reducción significativa en la 
complejidad de los árboles dendríticos apicales y basales en los ratones GFRα1GFP/GFP 
respecto a los animales heterocigotas tanto en el área CA1 como CA3. En los árboles 
apicales la diferencia más importante se observó entre los 40µm a 100µm respecto del 
soma (Figura 25 B y 26 B). El análisis de las dendritas basales reveló que los animales 
deficientes en GFRα1 presentaban una disminución significativa respecto de los 
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ratones heterocigotas en el número de intersecciones con las dendritas principalmente 
entre los 50 a 90 µm desde el soma (Figura 25 C y 26 C), una distancia similar a lo que 
se observó en los árboles dendríticos apicales. De manera de profundizar el estudio in 
vivo sobre la complejidad dendrítica de neuronas hipocampales de las áreas CA1 y 
CA3 analizamos el largo total de los árboles dendríticos apicales y basales. Pudimos 
observar que tanto las dendritas apicales como las basales de las neuronas de las 
áreas  CA1 y CA3 de ratones GFRα1GFP/GFP presentaban una disminución significativa 
en el largo total respecto de las de los animales GFRα1+/GFP (Figura 25 D y 26 D). 
Finalmente, estudiamos el número de bifurcaciones por neurona para cada genotipo en 
las áreas CA1 y CA3. Como se puede observar en la figura 25 E y 26 E los animales 
deficientes en GFRα1 respecto de los heterocigotas presentan una disminución 
significativa  tanto en los árboles apicales como basales en ambas áreas del 
hipocampo.  
En conclusión, a partir de estos datos podemos inferir que GFRα1 y GDNF son 
requeridos in vivo para el correcto crecimiento de los árboles dendríticos de las 
neuronas hipocampales en las áreas CA1 y CA3, y que déficits en GFRα1 resulta en 
una menor complejidad de los mismos. Considerando que numerosas enfermedades 
del neurodesarrollo están asociadas a déficits en la conectividad neuronal, 
consideramos que sería importante establecer si animales deficientes en GFRα1 




Figura 25: GFRα1 es requerido in vivo para el correcto desarrollo y crecimiento de los árboles 
dendríticos del área CA1. A) Fotomicrografías de neuronas piramidales del área CA1 por microscopia 
confocal de secciones coronales de 60 µm de grosor de cerebro de ratones transgénicos deficientes en 
GFRα1 (GFRα1GFP/GFP) o heterocigotas (GFRα1+/GFP) Escala: 15 µm. B y C) Gráfico del análisis de Sholl que 
muestra la cantidad de intersecciones de las dendritas apicales y basales con los círculos concéntricos de 
radio creciente desde el soma. Se muestra los valores promedio ± SEM. *p<0,05, ANOVA seguida de post-
test Newman Keuls. D)  Gráfico que muestra la cuantificación del largo total de los árboles dendríticos 
apicales y basales. Se muestra los valores promedio ± SEM. *p<0,05, **p<0,01 Student’s Test. G) Gráfico 
del número de bifurcaciones totales de los árboles dendríticos apicales y basales. Se muestra los valores 
promedio ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, Student’s Test. En estos ensayos se analizaron 20 neuronas por 




Figura 26: GFRα1 es requerido in vivo para el correcto desarrollo y crecimiento de los árboles 
dendríticos del área CA3. A) Fotomicrografías de neuronas piramidales del área CA3 por microscopia 
confocal de secciones coronales de 60 µm de grosor de cerebro de ratones transgénicos deficientes en 
GFRα1 (GFRα1
GFP/GFP
) o heterocigotas (GFRα1
+/GFP
) Escala: 15 µm. B y C) Gráfico del análisis de Sholl que 
muestra la cantidad de intersecciones de las dendritas apicales y basales con los círculos concéntricos de 
radio creciente desde el soma. Se muestra los valores promedio ± SEM. *p<0,05, ANOVA seguida de post-
test Newman Keuls. D)  Gráfico que muestra la cuantificación del largo total de los árboles dendríticos 
apicales y basales. Se muestra los valores promedio ± SEM. **p<0,01 Student’s Test. G) Gráfico del 
número de bifurcaciones totales de los árboles dendríticos apicales y basales. Se muestra los valores 
promedio ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, Student’s Test. En estos ensayos se analizaron 20 neuronas por 





La isoforma de NCAM-180 media la señalización intracelular inducida por GDNF 
durante los procesos dendritogénicos 
Debido a que demostramos que GDNF por medio del co-receptor de membrana 
GFRα1 promueve el crecimiento de árboles dendríticos de neuronas hipocampales, y 
que, déficits en GFRα1 en ratones transgénicos conduce a un empobrecimiento de los 
árboles dendríticos de neuronas piramidales in vivo, decidimos estudiar de que manera 
este complejo mediaba la señalización intracelular para inducir tales cambios. Basados 
en los resultados obtenidos para NCAM-180 en la postsinapsis como mediador de 
efectos sinaptogénicos inducidos por GDNF en la PSD, decidimos investigar si esta 
molécula podría estar mediando también los efectos dendritogénicos que observamos 
en neuronas hipocampales en presencia de GDNF. Para ello decidimos estudiar qué 
ocurría con los árboles dendríticos en células que sobreexpresaban NCAM-180. Para 
ello co-transfectamos neuronas hipocampales de rata cultivadas in vitro por 16 días con 
plásmido de expresión de GFP más vector control o plásmido de sobreexpresión de 
NCAM-180 mantenidas en presencia o ausencia de GDNF (100 ng/ml)  durante  48hs, 
luego fueron fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP. La complejidad de los árboles 
dendríticos fue analizada por microscopia de fluorescencia (Figura 27 A). Para este 
análisis cuantificamos el largo total de los árboles dendríticos y el número de 
bifurcaciones. Como se observa en la figura 27 B y C las neuronas que 
sobreexpresaron NCAM-180 estimuladas con GDNF presentaron un aumento 
significativo en el largo total del árbol dendrítico y en el número de bifurcaciones por 
neurona respecto de las células que sobreexpresaron NCAM pero no fueron tratados 




Figura 27: GDNF promueve el crecimiento dendrítico de neuronas hipocampales in vitro a través de la 
isoforma de NCAM-180. A) Dibujos de neuronas hipocampales de rata co-transfectadas in vitro al día 16 
con plásmido codificante para: GFP y plásmido control o con plásmido de expresión de NCAM-180. Los 
tratamientos fueron estimulados o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs, fijados y teñidos con anticuerpo 
anti-GFP. Escala: 200µm. B) Gráfico que muestra la cuantificación del largo total de las dendritas de las 
neuronas tratadas como se indica en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo. **p<0,05, ***p<0,001, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. C) Análisis del 
número de bifurcaciones de los árboles dendríticos por neuronas tratadas como se indica en A. Se 
muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. **p<0,05, ***p<0,01, ANOVA seguida 
de post-test Newman Keuls. Se analizaron 20 neuronas por tratamiento. Estos ensayos fueron realizados 
por triplicado con resultados similares. 
De manera de profundizar el estudio sobre el rol de NCAM-180 como un 
mediador de los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF decidimos interferir la 
expresión de NCAM en neuronas hipocampales mediante utilizando secuencias 
específicas shARN-NCAM que fueron descriptas en el Capítulo 1 (Figura 20). Para ello 
neuronas hipocampales de 16 días in vitro fueron co-transfectados con la siguiente 
combinación de plásmidos: (i) plásmido control (shARN-control-GFP), (ii) plásmido 
shARN-control-GFP y vector codificante para GFRα1-HA, o  (iii) plásmido shARN-
NCAM-GFP más vector codificante para GFRα1-HA. Las neuronas fueron estimuladas 
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o no con GDNF durante 48 hs,  fijadas y teñidas con anticuerpo anti-GFP (Figura 28 A). 
Estudiamos la morfología de los árboles dendríticos por microscopía de fluorescencia y 
analizamos el largo total y número de bifurcaciones. Como se observa en la figura 28 B 
y C las neuronas que tienen interferida la expresión de NCAM y sobreexpresan GFRα1 
estimuladas con GDNF no desarrollan un aumento en el largo total y número de 
bifurcaciones respecto a aquellas neuronas que tienen interferida la expresión de 
NCAM y sobreexpresan GFRα1 pero no fueron estimuladas con GDNF. 
En conjunto estos resultados indican que la isoforma NCAM-180 es requerida 
para mediar los efectos dendritogénicos inducidos por  GDNF sobre neuronas 
hipocampales y que actuaría como el receptor para el complejo GDNF/GFRα1 







Figura 28: NCAM media los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF en neuronas hipocampales. A) 
Dibujos de neuronas hipocampales de rata co-transfectadas in vitro al día 16 con las siguientes 
construcciones: plásmido control (shARN-control-GFP), shARN-control-GFP más plásmido codificante 
para GFRα1-HA, o  vector de interferencia shARN-NCAM-GFP más plásmido para GFRα1-HA. Los 
tratamientos fueron estimulados o no con GDNF (100 ng/ml) por 48 hs, fijados y teñidos con anticuerpo 
anti-GFP. Escala: 200 µm. B) Gráfico que muestra la cuantificación del largo total de las dendritas de las 
neuronas tratadas como se indica en A. Se muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo 
representativo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001, ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. C) Análisis 
del número de bifurcaciones de los árboles dendríticos por neurona tratadas como se indica en A. Se 
muestra los valores promedio ± SEM de un ensayo representativo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001, 
ANOVA seguida de post-test Newman Keuls. Se analizaron 20 neuronas por tratamiento. Estos ensayos 







El desarrollo del árbol dendrítico neuronal es un proceso finamente regulado. La 
diferenciación y polaridad neuronal de los primeros esbozos neuríticos que determina el 
axón o la dendrita dependen principalmente de factores extrínsecos e intrínsecos 
(Funahashi et al., 2013). El crecimiento de las dendritas difiere notablemente respecto 
al crecimiento del axón. Este proceso depende de la bifurcación de las distintas neuritas 
y su extensión y retracción en forma dinámica. Al final del proceso de crecimiento solo 
una parte de las dendritas se mantendrán en la neurona madura. Los factores 
neurotróficos juegan un rol clave en los procesos de crecimiento dendrítico. En la 
corteza cerebral las neurotrofinas BDNF y NT-3 modulan la formación de los árboles 
dendríticos de las neuronas piramidales (Wang et al., 2015). En este trabajo hemos 
demostrado que el factor neurotrófico derivado de la glia (GDNF) a través de su co-
receptor de membrana, GFRα1, juega un rol clave en el desarrollo de los árboles 
dendríticos de neuronas piramidales del hipocampo. Particularmente para la familia de 
factores neurotróficos de GDNF este efecto en la modulación del crecimiento y 
complejidad de los árboles dendríticos es un mecanismo nuevo, nunca antes estudiado. 
Si bien GDNF fue caracterizado como una molécula capaz de promover la sobrevida de 
neuronas dopaminérgicas, el estudio de esta neurotrofina se centralizó por años en su 
rol en el desarrollo del sistema nervioso periférico, principalmente en el guiado axonal 
(Charoy et al., 2012, Ledda et al., 2002), la sobrevida de distintos tipos neuronales 
(Airaksinen and Saarma, 2002, Lin et al., 1993), la migración celular (Paratcha et al., 
2003, Paratcha et al., 2006) y la diferenciación (Wang et al., 2002, Pozas and Ibañez, 
2005).  
En 2003 Paratcha y colaboradores demostraron que cuando se estimulaban 
cultivos primarios de hipocampo y corteza con GDNF se producía un aumento en el 
largo de las proyecciones axonales (Paratcha et al., 2003). Años más tarde se 
descubrió el rol de GFRα1 como molécula de adhesión dependiente de su ligando, 
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GDNF, en neuronas del hipocampo (Ledda et al., 2007). Sin embargo el rol de GDNF 
durante el crecimiento y maduración de los árboles dendríticos no fue previamente 
descripto. En este trabajo de tesis describimos que GDNF y GFRα1 son requeridos 
para el correcto crecimiento de los árboles dendríticos de neuronas piramidales 
hipocampales tanto in vitro como in vivo y que déficits de estas moléculas conlleva a 
alteraciones de la morfología dendrítica.  
La teoría sinaptotrófica sostiene que durante el crecimiento y diferenciación 
neuronal, los árboles dendríticos comienzan a formarse y con ellos comienza el proceso 
de conectividad sináptica con los axones circundantes. Estas conexiones son las 
responsables luego de modular el crecimiento dendrítico y retracción de ciertos 
procesos, en una mecanismo dinámico bajo un flujo de información bidireccional 
dependiente de la actividad eléctrica y de factores extrínsecos (Figura 29) (Kaufmann 
and Moser, 2000). Numerosas líneas de investigación soportan esta hipótesis e indican 
una estrecha relación entre los procesos sinaptogénicos y el desarrollo de los árboles 
dendríticos. Mientras que el tamaño y la forma del árbol dendrítico en crecimiento 
determina el número y el tipo de sinapsis que se forman, los nuevos contactos son 
responsables de la estabilización de los procesos dendríticos en crecimiento (Cline and 
Haas, 2008, Wong and Ghosh, 2002). Recientemente se ha descripto que el complejo 
de adhesión celular Neuroligina-Neurexina contribuye a la dendritogénesis mediante un 
mecanismo de estabilización de los contactos (Chen et al., 2010). La interacción en 
trans entre estas dos moléculas de adhesión confiere una estabilización transiente a la 
membrana en forma local previniendo la retracción filopodial. En simultáneo, promueve 
el reclutamiento de maquinaria postsináptica como las proteínas PSD-95 y NMDA hacia 
el sitio de contacto, mediante este proceso los filopodios comienzan a recibir estímulos 
propios de las sinapsis lo que permite su estabilización, aquellos filopodios que no 
reciban el estimulo suficiente se retraeran. De esta manera la maduración de los 
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nuevos contactos sinápticos confiere una estabilización local del citoesqueleto que 
permite en definitiva que el árbol dendrítico se estabilice y pueda seguir creciendo. 
Nuestros resultados indican que el complejo GDNF/GFRα1 tiene un rol clave en 
los procesos sinaptogénicos y en los mecanismos de elongación y bifurcación de los 
árboles dendríticos. Basados en el rol de GDNF y GFRα1 en los procesos 
sinaptogénicos ocurridos en el hipocampo, proponemos que durante las etapas de 
crecimiento de las neuronas hipocampales un aumento en los niveles de expresión de 
GDNF y GFRα1 favorecería el establecimiento de contactos sinápticos e induciría un 
crecimiento de los árboles dendríticos (Figura 22). A su vez, la expansión de las 
dendritas aumentaría la probabilidad de generar nuevos contactos con los axones que 
se encuentran próximos, se establecerían nuevas uniones sinápticas mediadas por 
GFRα1 en trans como molécula de adhesión dependiente de su ligando GDNF. Estas 
nuevas conexiones serian las responsables luego de señalizar intracelularmente para 
determinar el destino de cada proyección dendrítica, de manera que muchas de ellas se 
mantendrán y reforzaran y otras comenzaran los procesos de retracción.  
La relación de GDNF con los procesos de crecimiento y complejidad de los 
árboles dendríticos han quedado documentados en esta tesis. Hemos caracterizado 
que NCAM-180 actúa como un receptor postsináptico para el complejo GDNF-GFRα1 y 
media la señalización intracelular para inducir los procesos dendritogénicos y 
espinogénicos inducidos por GDNF (Figura 20, 27 y 28). Debido al uso de proteínas 
mutantes de GFRα1 incapaces de unirse a GDNF hemos podido comprobar que aun en 
presencia de la trofina los efectos dendritogénicos previamente estudiados se ven 
anulados  cuando se utiliza un mutante de GFRα1 capaz de unir GDNF (Figura 23), 
indicando que estos efectos dependen de la interacción de GFRα1 con GDNF. El 
crecimiento dendrítico observado en neuronas que sobreexpresan la forma mutante de 
GFRα1 en presencia de GDNF fueron similares a los observados en neuronas 
transfectadas con vector control y tratadas con GDNF. Esto se debe a que en estas 
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neuronas se mantiene la expresión de GFRα1 endógena de manera que parte del 
ligando que colocamos puede  señalizar a través de los receptores salvajes. A 
diferencia del análisis utilizando la molécula mutante de GFRα1, cuando silenciamos la 
expresión de GFRα1 observamos una caída significativa en los parámetros 
morfométricos de los árboles dendríticos, aun en presencia de la trofina, respecto de las 
neuronas control (Figura 24). Esto se debe a que en este caso se ha interferido la 
expresión de GFRα1 disponible para señalizar y por eso vemos los efectos drásticos en 
el modelado de los árboles dendríticos. Debido a que GFRα2 se expresa en el 
hipocampo, aunque a niveles mucho menores que GFRα1, y posee la capacidad de 
interactuar con GDNF, sería interesante analizar que ocurre con los árboles dendríticos 
frente a un déficits de GFRα1 y GFRα2 . 
 
Figura 29: Esquema representativo del desarrollo de los árboles dendríticos en roedores. En términos 
generales el desarrollo de los árboles dendríticos puede ser subdividido en tres etapas caracterizadas por 
cambios morfológicos y efectos moleculares: la diferenciación dendrítica temprana, crecimiento y 
expansión dendrítica, remodelación y establecimiento de los contactos. Numerosos moduladores de 
estos procesos como los factores neurotróficos (FN) y factores de crecimiento (FC) están involucrados 
mediando estos procesos. En humanos los procesos de desarrollo de los árboles dendríticos y 





Un rasgo característico de las enfermedades nerviosas del desarrollo es la 
presencia de anormalidades en el crecimiento de los árboles dendríticos y en las 
conexiones que lo forman (Kaufmann and Moser, 2000). Estas enfermedades, algunas 
provenientes de desórdenes genéticos como síndromes de Down, Rett y el síndrome 
del X frágil y otras con causas multifactoriales como el espectro de desorden autista o 
el síndrome de retraso mental están asociadas directamente con el crecimiento 
aberrante de los árboles dendríticos, ya sea por una reducción o una exacerbación del 
crecimiento (Geschwind and Levitt, 2007, van Spronsen and Hoogenraad, 2010, 
Kaufmann and Moser, 2000). En este trabajo hemos podido caracterizar cómo el 
receptor GFRα1 media los efectos dendritogénicos inducidos por GDNF en neuronas 
hipocampales, así mismo pudimos observar que la complejidad de los árboles 
dendríticos de animales deficientes para GFRα1 se encuentran reducida con respecto a 
los animales salvajes (Figura 25 y 26). Si bien un déficit en GFRα1 no produce cambios 
en la sobrevida de las neuronas glutamatérgicas del hipocampo, los efectos observados 
en los animales transgénicos nos indican que el rol de GDNF en este sistema es 
específico del crecimiento neurítico y por lo tanto probablemente estos ratones 
presenten déficits en las conexiones sinápticas entre las neuronas circundantes y entre 
diferentes áreas cerebrales, por lo que creemos que es imprescindible profundizar el 











En esta tesis hemos demostrado el rol que cumple el complejo GDNF/ GFRα1 
en los procesos dendritogénicos y sinaptogénicos durante el desarrollo del hipocampo. 
Hemos evidenciado que la unión trans-homofilica de moléculas de GFRα1 en presencia 
de GDNF induce la formación in vitro de espinas dendríticas en neuronas hipocampales 
y el reclutamiento de proteínas postsinápticas características de la PSD como el 
receptor de glutamato NMDA y la proteína estructural Homer1. Más aun, hemos 
demostrado que las subunidades del receptor de NMDA NR2A y NR2B se activan en 
cultivos hipocampales cuando son estimulados con GDNF. Observamos in vivo que 
ratones condicionales para GFRα1 presentan una reducción significativa en la densidad 
de sinapsis para las áreas hipocampales CA1, CA3 y GD respecto a animales control. 
Cuando neuronas de ratones cKO y wt fueron cultivadas in vitro presentaron también, 
aun en presencia de GDNF, un déficit en el número de espinas dendríticas. Este 
fenotipo pudo ser revertido luego de la transfección con el plásmido de expresión para 
GFRα1. Respecto del crecimiento de los árboles dendríticos hemos observado un 
incremento en la complejidad dendrítica de neuronas que sobreexpresaban GFRα1 y 
que fueron estimuladas con GDNF. Mediante el análisis en la morfología dendrítica de 
neuronas hipocampales de animales deficientes en GFRα1 hemos podido observar que 
déficits en este receptor conlleva a un detrimento en la complejidad dendrítica de 
neuronas piramidales del hipocampo in vivo.  
Los procesos que modelan el crecimiento y la conectividad neuronal son 
mecanismos estrictamente regulados. Los factores solubles, la  actividad neuronal y los 
mecanismos intrínsecos celulares funcionan de manera coordinada activando o 
inhibiendo vías de señalización propias de los procesos de crecimiento neuronal. Desde 
principios de siglo se ha puesto particular esfuerzo en conocer cuáles son estos 
mecanismos debido a que muchas patologías nerviosas se generan, en parte, por 
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cambios o déficits en familias de proteínas que regulan el desarrollo del sistema 
nervioso.  
Moléculas sinaptogénicas en el desarrollo del sistema nervioso 
Dentro de la categoría de moléculas sinaptogénicas se encuentran los factores 
solubles. Estas moléculas como Wnts, Netrina, Cerebelina, el Factor de Crecimiento 
transformante β (TGF-β), FGF y los factores neurotróficos entre muchos otros, han sido 
estudiados principalmente en procesos de sobrevida celular, diferenciación y guiado 
axonal. Sin embargo en años recientes su rol en los procesos sinaptogénicos y 
maduración sináptica ha comenzado a comprenderse con mayor claridad (Poon et al., 
2013). Se ha demostrado que miembros de la familia de Wnt, como Wnt3a y Wnt5a 
promueven la maduración presináptica de neuronas hipocampales y sensoriales 
mientras que Wnt7a promueve el crecimiento de espinas dendríticas (Ciania et al., 
2011, Varela-Nallar et al., 2010). Dentro de los factores neurotróficos se encuentran los 
miembros de la familia de neurotrofinas, en particular BDNF ha sido ampliamente 
estudiado en el desarrollo del hipocampo. Se conoce que este ligando modula el 
crecimiento de los árboles dendríticos de neuronas hipocampales y la conectividad 
neuronal  activando vías de señalización intracelular a  través de su receptor de 
membrana TrkB (Kwon et al., 2011).  
Además de los factores solubles, las moléculas de adhesión juegan un rol 
esencial en los procesos de formación de sinapsis (Dalva et al., 2007). Esta gran familia 
de proteínas son responsables de mediar los contactos entre células vecinas y unirse 
en trans (ya sea homofílicamente o heterofílicamente según el complejo que se estudie) 
de manera de disparar vías de señalización celular para reforzar o debilitar las uniones 
que se van generando. Estas moléculas cumplen un rol muy importante durante los 
procesos de migración celular, guiado axonal y formación de nuevas sinapsis. Dentro 
de las moléculas de adhesión más estudiadas en los procesos sinaptogénicos podemos 
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reconocer a caderinas, SynCAM, Neurexina-Neuroligina, NCAM, LRRTMs, entre otros. 
En este caso las moléculas de adhesión no requieren de un ligando para promover la 
adhesión celular ya que interactúan en forma directa entre sus dominios extracelulares.  
GFRα1 como un organizador sináptico bidireccional 
Años atrás nuestro grupo describió un nuevo mecanismo de adhesión trans-
homofílica mediada por ligando, en el cual GDNF es capaz de mediar la adhesión 
homofílica transináptica entre neuronas que expresan GFRα1 en los compartimentos 
pre y postsinápticos. Se observó que en presencia de una fuente ectópica de GFRα1, 
GDNF es capaz de inducir diferenciación presináptica de neuronas hipocampales vía 
NCAM, sin embargo en este estudio, la contribución de GFRα1 en la diferenciación 
postsináptica de PSD no fue analizada (Ledda et al., 2007). En el presente trabajo de 
tesis describimos el rol de GDNF y GFRα1 en la organización de las especializaciones 
postsinápticas y evidenciamos que este efecto estaría también mediado por NCAM, 
posiblemente por la isoforma de 180 Kd (NCAM-180), que está enriquecida en la PSD 
(Figura 30). En 2010 Uemura y colaboradores describieron otro ejemplo de adhesión 
transináptica inducida por ligando. Demostraron que el receptor de glutamato δ2 
(GluRδ2) interacciona trans-heterofilicamente con la molécula de adhesión  Neurexina 
en presencia de la molécula soluble Cerebelina1 (Uemura et al., 2010). Evidenciaron 
que en cultivos cerebelares de ratones KO para Cerebelina1 o cuando silenciaban la 
expresión de Neurexina se producía una pérdida en los efectos sinaptogénicos 
inducidos por GluR δ2 en estos cultivos. A diferencia de otros sistemas de adhesión 
que involucra la adhesión directa entre proteínas asociadas a membrana en trans, el 
mecanismo de adhesión mediada por ligando (LICAM) depende de la presencia del 
ligando soluble que dispara la interacción entre las moléculas unidas a membrana. Este 
sistema combina las características de moléculas de adhesión transinápticas con 
factores solubles sinaptogénicos. 
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NCAM como mediador de la conectividad neuronal inducida por GDNF 
En este trabajo  hemos caracterizado a la isoforma 180 Kd de NCAM como el 
mediador de las señales inducidas por el  complejo GDNF/GFRα1 en la membrana 
postsináptica. De las tres isoformas descriptas para NCAM, la isoforma NCAM-120 no 
es detectable en las membranas sinaptosomales, la isoforma NCAM-140 se expresa en 
la membrana presináptica y NCAM-180 se expresa principalmente en el compartimento 
postsináptico. En este trabajo proponemos que la maduración postsinápticca inducida 
por GDNF/GFRα1 estaría mediada por NCAM-180. Nuestros datos demuestran que en 
presencia de GFRα1, GDNF potencia los efectos postsinápticos de NCAM-180 en el 
desarrollo dendrítico hipocampal. Neuronas que tienen interferida la expresión de 
NCAM aun sobreexpresando GFRα1 y estimuladas con GDNF presentan un déficit en 
la complejidad de los árboles dendríticos y en el número de espinas dendríticas in vitro. 
Se ha descripto que NCAM interactúa directamente con B1-espectrina, uno de los 
principales componentes de la PSD organizando el complejo de adhesión 
NCAM/espectrina, por lo cual sería de suma relevancia biológica estudiar si esta 
interacción es regulada por GDNF. 
En conjunto hemos podido demostrar en esta tesis doctoral que GDNF tiene un 
rol crucial en el establecimiento de los circuitos hipocampales actuando 
bidirecionalmente a través de GFRα1 y NCAM. Basados en datos previos proponemos 
que en presencia de GDNF, GFRα1  presináptico interactuando con NCAM-140 y otro 
receptor no identificado lleva a la maduración presináptica, mientras que GFRα1 
presente en la postsinapsis interactuando con NCAM-180 promueve el ensamblado 
postsinátptico y el crecimiento dendrítico. Basados en los efectos previamente 
conocidos para NCAM como molécula de adhesión que participa en la formación de 
contactos sinápticos y crecimiento dendrítico, y el nuevo rol de esta molécula como 
mediador de los mismos efectos inducidos por GFRα1 en presencia de GDNF; nuestro 
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modelo propone que GDNF/GFRα1 potenciaría los efectos de NCAM, modulando en 
forma positiva su interacción y señalización en presencia de GDNF.  
Déficits cognitivos han sido reportados en ratones heterocigotas para GDNF 
(Gerlai et al., 2001) y en ratones KO en el receptor de Neurturina, GFRα2  (Võikar et al., 
2004). Además, se ha descripto que la sobreexpresión de GDNF en astrocitos mejora 
déficits cognitivos en ratas de edad avanzada (Pertusa et al., 2008). Nuestros 
resultados sugieren la existencia de un mecanismo subyacente que podría explicar 
estas observaciones y predecir deterioros cognitivos en cepas de ratones que carecen 
de GFRα1 en el hipocampo. La disponibilidad de las cepas condicionales de GFRα1 
dan lugar la generación de mutantes viables, que permiten estudiar las consecuencias 
de déficits de  GFRα1 en estadios postnatales en la maduración del hipocampo y 
consolidación de las sinapsis. La relación entre una desregulación de las moléculas de 
adhesión celular y el desarrollo de trastornos neurológicos, como la esquizofrenia y 
retraso mental se encuentra bien documentada (Brennaman and Maness, 2010, 
Sullivan et al., 2007, Vawter et al., 1999, Vawter et al., 2000b). Por lo tanto, será 
interesante explorar si el armado incorrecto de las conexiones sinápticas debido a 
mutaciones en GDNF o GFRα1 podrían tener implicancias en trastornos del 
neurodesarrollo, evidenciado por alteraciones en las funciones cognitivas. 
Curiosamente, se informó recientemente que las neuronas corticales cultivadas de 
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (EA) presentan niveles bajos de GFRα1 
respecto a neuronas control, lo que imposibilita poder responder a estímulos inducidos 




Figura 30: Esquema representativo del rol de GDNF y GFRα1 en los procesos de 
conectividad sináptica en el hipocampo. Los mecanismos que subyacen a los procesos de 
conectividad neuronal están regulados por una intrincada red de moléculas intrínsecas y 
extrínsecas que funcionan de manera sinérgica permitiendo el correcto desarrollo de las 
neuronas. GDNF  a través de su receptor de membrana GFRα1 induce el crecimiento de los 
árboles dendríticos y la formación de espinas dendríticas; promueve el reclutamiento de 
proteínas postsinápticas estructurales, así también como receptores específicos de sinapsis 
glutamatérgicas. Cuando el hipocampo está desprovisto de GFRα1, se produce un 
empobrecimiento de los árboles dendríticos y cambios estructurales en la sinapsis: el espacio 
sináptico se ensancha y  hay una reducción en el número de moléculas postsinápticas (Homer1 
y NMDAR) en la PSD. El modelo propone que la unión homofílica en trans de dos moléculas de 
GFRα1 dependiente de GDNF favorece la estabilización local del citoesqueleto y promueve los 
procesos dendritogénicos a través de NCAM en forma parcial. GFR1 está presente en la 
membrana de los terminales pre y postsinápticos y en presencia de GDNF actúa como una 








En este trabajo de tesis doctoral hemos identificado y caracterizado el rol del 
factor neurotrófico GDNF y  su receptor GFRα1 en los procesos sinaptogénicos y 
dendritogénicos que ocurren en el desarrollo postnatal en el hipocampo. De esta 
manera hemos ampliado el conocimiento sobre el accionar de este complejo en el 
desarrollo del sistema nervioso central. 
En el primer capítulo de esta tesis hemos estudiado el rol de GDNF en la 
formación de espinas dendríticas en neuronas hipocampales. Analizamos por ensayos 
de ganancia y pérdida de función la relevancia del receptor GFRα1 en estos procesos 
inducidos por GDNF. Observamos un aumento significativo en el número de espinas 
dendríticas y en el reclutamiento de maquinaria postsináptica en las neuronas que 
sobreexpresan GFRα1 estimuladas con GDNF, mientras que la interferencia de la 
expresión de GFRα1 en neuronas hipocampales resultó en un empobrecimiento en la 
densidad de espinas dendríticas respecto al control. Análisis in vivo por microscopia 
electrónica de ratones condicionales para GFRα1  evidenció una reducción en la 
densidad sináptica de las áreas CA1, CA3 y GD respecto a ratones control. Se 
observaron cambios en la morfología sináptica en estos ratones condicionales: un 
aumento en el espacio sináptico y una reducción en la densidad postsináptica respecto 
al control. Finalmente identificamos a la isoforma de NCAM-180 como el mediador 
postsináptico del complejo GDNF/GFRα1 para inducir los efectos espinogénicos 
observados. Demostramos que neuronas hipocampales que sobreexpresan GFRα1 
estimuladas con GDNF son incapaces de incrementar la densidad de espinas 
dendríticas cuando la expresión de NCAM-180 se encuentra interferida. 
  En el segundo capítulo de esta tesis hemos demostrado que el complejo 
GDNF/ GFRα1 promueve el crecimiento de los árboles dendríticos de neuronas 
hipocampales in vitro. Análisis por pérdida de función de GFRα1 en neuronas 
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hipocampales evidenciaron el requerimiento de este receptor como un mediador de los 
efectos dendritogénicos inducidos por GDNF. Analizamos in vivo la morfología de los 
árboles dendríticos de neuronas hipocampales de las áreas CA1 y CA3 de ratones 
condicionales para GFRα1. Observamos una reducción en el largo total, en el número 
de bifurcaciones y en el análisis de Sholl tanto de árboles dendríticos basales como 
apicales respecto a neuronas de animales heterocigotas para GFRα1. Por último, 
demostramos que la isoforma de NCAM-180 media los efectos dendritogénicos 
inducidos por GDNF y GFRα1 en neuronas hipocampales.  
En conjunto nuestros resultados demuestran que el complejo GDNF/GFRα1 
cumple una función clave durante el desarrollo y armado de la conectividad neuronal, 
controlando procesos de crecimiento dendrítico, modulando los efectos sinaptogénicos, 
organizando la estructura de la sinapsis  y el reclutamiento de maquinaria postsináptica 
hacia las espinas dendríticas (Figura 30).  
Los hallazgos obtenidos en este trabajo nos han permitido ampliar el espectro 
de acción de GDNF en el desarrollo del sistema nervioso central. Hemos podido 
demostrar la importancia que tienen GDNF y su receptor para mantener un balance 
adecuado y preciso de la fisiología y homeostasis celular durante el establecimiento de 
la conectividad hipocampal. Futuros ensayos serán requeridos para comprender los 
mecanismos de acción de GDNF/GFRα1 durante los procesos de conectividad 
sináptica durante el desarrollo y funcionamiento hipocampal. Resulta imprescindible el 
análisis de parámetros electrofisiológicos de las  neuronas hipocampales deficientes en 
GDNF/GFRα1. La disponibilidad de animales condicionales para GFRα1 como  de 
GDNF  permitirá generar animales mutantes viables en los que se pueda analizar las 
consecuencias postnatales de la pérdida de estas moléculas en la maduración y 
consolidación de memorias. Será interesante explorar si errores en el ensamblado de 
las conexiones hipocampales debido a la ausencia de GDNF o GFRα1 tienen 
consecuencias en el desarrollo de enfermedades del neurodesarrollo caracterizadas 
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por déficits cognitivos. Un reciente trabajo que describe una reducción de los niveles de 
GFRα1 detectados en pacientes con enfermedad de Alzheimer soporta la relevancia de 
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